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Introducere

Accentul deosebit pe cresterea functionalitatii a Tnregistrat un viraj semnificativ n
conceperea produselor alimentare, de la furnizarea nutrientilor esentiali pentru sustinerea vietii Si
cresterii la prevenirea sau chiar vindecarea diferitelor forme de boli. Mai mult, progresul tehnologic
recent, schimbarea stilului de viata al consumatorului si tendintele socio-economice din intreaga
lume indica necesitatea dezvoltarii unor tehnologii inovative pentru obtinerea unor alimente cu
beneficii pentru sanatate. Acestea elemente sunt considerate cheie si determina dezvoltarea
productiei actuale de alimente functionale pe piata globala.

Beneficiile pentru sanatate ale alimentelor functionale deriva din continutul in compusii
biologic activi, cum ar fi compusii polifenolici, carotenoide, vitamine, acizi grasi polinesaturati si
peptide, care se gasesc in mod natural in produsele agroalimentare, se formeaza in timpul
procesarii sau se extrag din alte surse si se adauga in alimente. Literatura de specialitate
recunoaste deja calitatea de ingrediente functionale pentru o serie de compusi, cum ar fi:
fibrele, proteinele, vitaminele si antioxidantii, care prin diferite tehnici de extractie pot fi utilizate n
re-modelarea alimentelor, cu scopul de a le imbunatati functiile. Componentele bioactive, cum
ar fi sterolii, tocoferolii, carotenii, terpenele si polifenolii pot fi utilizate pentru a formula alimente
functionale cu proprietati antioxidante imbunatatite.

Dieta noastra zilnica implica consumul unei cantitati ridicate de pigmenti precum
carotenoide, antociani si clorofile (Downham si Collins, 2000). Tn corpul uman, acesti compusi
prezinta functii biologice importante, care permit combaterea unor boli precum cancerul, bolile
cardiovasculare, cataracta, arterosleroza, degenerarea maculei si altele (Ozkan si Bilek, 2014).
Beneficiile aduse sanatatii umane in urma consumului de clorofile includ actiune antioxidanta,
antiinflamatorie, antibacteriana, anticancerigena, odorizanta precum si vindecarea ranilor
(Hosikian si colab., 2010). Carotenoidele ofera efecte benefice in prevenirea anumitor tipuri de
cancer, boli cardiovasculare si degenerative (Nishino, 1998).

Alegerea temei de doctorat “Caracterizarea in compusi bioactivi a unor plante in
vederea utilizarii in industria alimentarad” s-a bazat pe potentialul functional insuficient
exploatat al lavandei in industria alimentara si pe trendul general de crestere a cererii de alimente
functionale pe piata mondiald, datorat progresului tehnologiilor de procesare si productie si
constientizarii consumatorilor referitoare la rolul alimentului in promovarea sanatatii. Prin urmare,
tematica a luat in considerare posibilitatea de identificare a unor noi surse de compusi din surse
naturale cu potential antioxidant, care sa aiba capacitatea nu doar sa intarzie sau sa impiedice
formarea speciilor reactive n produsele alimentare, dar si dezvoltarea unor variante tehnologice
de alimente, astfel incat prin cresterea consumului acestor antioxidanti naturali sa se previna
aparitia proceselor oxidative in vivo, protejand astfel organismul impotriva diferitelor boli. De
asemenea, s-a luat in considerare ipoteza conform careia, la nivel industrial si comercial,
aplicatiile antioxidantilor naturali sunt limitate, datoritd susceptibilitatii lor la degradare prin
oxidare, izomerizare, polimerizare, copolimerizare etc, in functie de conditile de mediu si de
procesare (oxigen, enzime, lumina, temperaturi ridicate, pH acid sau alcalin), specifice industriei
alimentare (Schoefs, 2002; Marquez si Sinnecker, 2008; Kang si colab., 2019).

Teza de doctorat intitulatd “Caracterizarea in compusi bioactivi a unor plante in
vederea utilizarii in industria alimentara” a avut ca scop extractia, identificarea si valorificarea
compusilor biologic activi din flori de Lavandula angustifolia in ingrediente functionalitate ridicata
si dezvoltarea unor tehnologii de obtinere a unor produse alimentare cu beneficii potentiale pentru
sanatate, prin exploarea potentialului fitochimic si biologic al acestei plante. Lavanda este

cunoscuta ca o sursa bogata de uleiuri esentiale. Lavanda (L. angustifolia) contine antociani,



fitosteroli, zaharuri, minerale, acid cumaric, acid glicolic, acid valeric, acid ursolic, herniarina,
cumarina si taninuri (Prusinowska si Smigielski, 2014), cu efecte semnificative pentru sanatate,
cum ar fi: activitatea antioxidanta, antiinflamatorie, anticancerigena, antifungica, antibacteriana
etc.

Principalele obiective stiintifice ale tezei de doctorat sunt:

= Stabilirea profilului fitochimic al extractelor din flori de lavanda (Lavandula angustifolia)
obtinute comparativ prin tehnici diferite de extractie in corelatie cu proprietatile
antioxidante si stabilitatea la procesare, din perspectiva stabilirii conditiilor optime de
extractie si pastrare;

= Microincapsularea compusilor biologic activi din extracte in ingrediente cu functionalitate
ridicata din perspectiva integrarii in alimente functionale, prin imbunatatirea stabilitatii si a
caracteristicilor de eliberare controlata.

= Dezvoltarea a doua tehnologii de obtinere a unor produse cu valoare adaugata prin
adaugarea de ingrediente functionale microincapsulate.

Teza de doctorat este structurata in doua parti, dupa cum urmeaza:

l. STUDIUL DOCUMENTAR este impartit in 3 capitole ce prezinta sintetizat diferite
consideratii teoretice din literatura de specialitate referitoare la compusii bioactivi
din Lavandula angustifolia, cu accent pe beneficile asupra sanatatii. Sunt
prezentate, de asemenea, principii teoretice si practice ale tehnicilor de extractie
si de microincapsulare

1. CONTRIBUTII PROPRII cuprinde 4 capitole in care sunt evidentiate rezultatele
studiilor de cercetare realizate pe parcursul stagiului doctoral, prezentat succint in
continuare:

Capitolul 4, intitulat EVALUAREA COMPARATIVA A UNOR METODE DE EXTRACTIE
DIN PERSPECTIVA CONTINUTULUI IN COMPUSI BIOLOGIC ACTIVI prezintd rezultatele
obtinute de la extractia, separarea, identificarea si cuantificarea compusilor biologic activi din
florile de lavanda (caroteni, clorofile, compusi volatili, acizi grasi, polifenoli si flavonoide)
(Lavandula angustifolia) utilizand metode spectrofotometrice si tehnici de cromatografie lichida
(HPLC) si gazoasa (GC-MS).

Capitolul 5, intitulat DEZVOLTAREA UNOR INGREDIENTE CU FUNCTIONALITATE
RIDICATA PENTRU POTENTIALE UTILIZARI iIN PRODUSE ALIMENTARE, prezinta
rezultatele obtinute in etapele de microincapsulare si dezvoltare a variantelor de ingrediente
functionale si caracterizarea pudrelor rezultate, din punct de vedere fitochimic, structural si
morfologic, biologic si citotoxic.

Capitolul 6, intitulat CERCETARE APLICATIVA PRIN DEZVOLTAREA DE VARIANTE
TEHNOLOGICE DE OBTINERE A UNOR PRODUSE ALIMENTARE CU FUNCTIONALITATE
RIDICATA, prezinta rezultatele obtinute prin elaborarea a doua tehnologii pentru brevetarea a
doua produse cu functionalitate superioara, care exploateaza potentialul functional al florilor de
lavanda si al extractelor de lavanda microincapsulate, respectiv o tehnologie pentru obtinerea
unei inghetate pe baza de izolat proteic din zer si extracte de lavanda si pricomigdale.

Fiecare capitol al studiului experimental cuprinde urmatoarele subcapitole: Introducere,
Obiectivele; Materiale si metode, Rezultate si discutii, Concluzii si Bibliografie.

Capitolul 7, Concluzii finale, prezintd principalele concluzii rezultate Th urma
experimentelor realizate.



Teza de doctorat cuprinde 147 pagini, in care sunt incluse 50 figuri si 23 tabele. Studiul
documentar reprezinta 25 %, iar partea experimentala 75 %.

in final, sunt evidentiate contributiile originale ale tezei de doctorat si diseminarea
rezultatelor obtinute in domeniul de cercetare abordat. Astfel, rezultatele cercetarilor au fost
valorificate prin elaborarea a 3 articole stiintifice, publicate sau in curs de publicare, 1 articol in
reviste cotate Web of Science (acceptat pentru publicare in International Food Research Journal)
si 2 articole publicate sau in curs de publicare in reviste indexate Web of Science (The Annals of
the University Dunarea de Jos of Galati, Fascicle VI — Food Technology). De asemenea,
rezultatele au fost prezentate si la 5 conferinte internationale si nationale.

Efectuarea experimentelor din cadrul tezei de doctorat a fost posibila datorita
infrastructurii Centrului integrat de cercetare, expertiza si transfer tehnologic (BioAliment-TehnlA)
(www.bioaliment.ugal.ro), din cadrul Facultatii de $tiinta si Ingineria Alimentelor, Universitatea
"Dunarea de Jos” din Galati.

Teza s-a realizat sub coordonarea stiintifica a comisiei de indrumare cu urmatoarea
componenta:

- Prof. dr. ing. Nicoleta STANCIUC — conducétor de doctorat
- Prof. dr. ing. Petru ALEXE — conducator de doctorat in cotutela

- Prof. dr. ing. Gabriela RAPEANU — coordonator studii de analiza spectrofotometrica si
cinetica de degradare a compusilor polifenolici

- Prof. dr. ing. luliana APRODU - coordonator studii de caracterizare fitochimica.

- Conf.dr.ing. Liliana MIHALCEA - coordonator studii de extractie.



CAPITOLUL 4.

EVALUAREA COMPARATIVA A UNOR METODE DE EXTRACTIE DIN

PERSPECTIVA CONTINUTULUI iN COMPUSI BIOLOGIC ACTIVI DIN
FLORI DE LAVANDA

4.1. Aspecte generale

Lavanda este intens studiata pentru continutul in uleiuri esentiale si mai putin pentru
continutul sau in clorofile, carotenoide si compusi polifenolici. Prin urmare, studiul de fata a
urmarit testarea unor metode diferite de extractie (conventionald cu solventi, combinate si
extractia cu fluide supercritice) din perspectiva evaluarii comparative a continutului in compusi
biologic activi.

4.2. Obiectivele studiului

Obiectivul principal ale studiului a constat in testarea comparativa a trei categorii
principale de tehnici de extractie a compusilor biologic activi din florile de lavanda: extractia
solid-lichid cu solventi organici diferiti (extractie conventionald), extractia asistata
combinata, utilizadnd doua variante de extractie in solventi asistata de ultrasunete si microunde,
si extractia cu fluide supercritice, utilizand CO; superecritic.

Un obiectiv secundar al studiului a vizat evaluarea stabilitatii la procesarea termica a
unor compusi biologic activi tinta din extractele selectate, in vederea aprecierii potentialului de
aplicare a extractelor selectare ca atare in diverse procese de productie.

4.3. Materiale si metode
4.3.1. Materiale utilizate

Butasii de lavanda (Lavandula angustifolia) au fost procurati de pe piata locala
romaneasca si plantati pe teren propriu. La un grad optim de maturitate, florile au fost transportate
la laborator si uscate n vederea prelucrarii. Lavanda a fost intretinuta in conditii optime, curatata
regulat si irigata ocazional, deoarece nu necesita o cantitate mare de apa. Pe prezenta productie
de lavanda din care s-au recoltat probe pentru analizele din cadrul lucrarii de doctorat, nu s-au
utilizat pesticide sau ingrasaminte.

Realizarea pudrei: Dupa uscare in conditii nedenaturante (maxim 40°C), la intuneric, lavanda a
fost maruntitad cu ajutorul unui dispozitiv de maruntire.

4.3.2. Reactivi utilizati

1. Metanol de puritate HPLC

Solutie de NaNO- 5 % (m/v)

Solutie de AICI3 10 % (m/v)

Solutie de NaOH 1M

Reactiv Folin-Ciocalteu

Solutie Na.CO3 20 % (m/v)

Solutie de KCI 0,025 M, pH=1.0

Solutie de CHsCOONa'3H:0 0,4 M, pH=4.5

Solutie HCI 1N

Solutie de acid formic 3 -5 %

Solutie de etanol 70 %

Reactiv DPPH (2,2-difenil-1picrilhidrazil)

13. Solutie TROLOX

14. Solutie acid galic

4.3.3. Aparatura utilizata

Incinta de termostatare cu apa Julabo 5, Germania

Balanta analitica de inalta precizie, XS 403 SM, METTLER TOLEDO, Elvetia
Ultracentrifuga cu racire, HETTICH Universal 320 R, Germania
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pH — metru S 20 K, METTLER TOLEDO, Elvetia
Spectrofotometru UV- VIS Biochrom Libra S22, 2017
Shaker orbital cu control analogic al frecventei de agitare si termostatare, LAB COMPANION
COMECTA S.A.
Concentrator sub vid AVC 2-18, CHRIST
Baie de ultrasonare
Cuptor cu microunde
Instalatia de extractie cu fluide supercritice Natex Prozesstechnologie GembH, Ternitz, Austria,
model 10-023/2011).
4.4, Metode
4.4.1. Extractia solid-lichid cu solventi organici diferiti a compusilor biologic activi din

flori de lavanda

Extractul s-a obtinut din florile uscate si macinate de lavanda. Proba de analizat (2 g) a
fost omogenizata cu 10 mL din diferiti solventi organici, dupa cum urmeaza: acetona, dietileter,
hexan, metanol si omogenizate cu ajutorul unui shaker orbital la temperatura camerei timp de 4h,
in vederea extractiei compusilor polifenolici. Supernatantul rezultat s-a prelevat, iar procesul de
extractie s-a repetat. Cele douad supernatante rezultate s-au amestecat si centrifugat la 8500xg,
la o temperatura de 4°C, timp de 10 minute.
Extractia compusilor biologic activi prin metode combinate

in acest caz, au fost utilizate in combinatie solventi si doua metode de extractie utilizate
intens in literatura de specialitate, si anume ultrasonare si extractia asistata de microunde.
4.4.2. Extractie combinata hexan:acetona — ultrasonare

in acest caz, 2 g de pudrd uscatad si macinata au fost omogenizate cu amestec n-
hexan:acetona 3:1, urmat de ultrasonare la 40°C timp de 30 si 40 de minute. Dupa ultrasonare,
amestecul a fost centrifugat la 8500xg, la o temperatura de 4°C, timp de 10 minute. Supernatantul
a fost colectat, iar extractia s-a repetat de 4 ori. Supernatantul rezultat a fost amestecat si s-a
concentrat la temperatura de 40°C sub presiune redusa pana la sec (AVC 2-18, CHRIST).
4.4.3. Extractie combinata etanol — microunde

Extractia combinata solventi-microunde s-a realizat in etanol intr-un cuptor cu microunde
astfel: s-a cantarit un gram de pudra uscata si macinata de lavanda si s-a omogenizat cu 10 mL
etanol (70%). Acest amestec a fost supus tratamentului cu microunde folosind urmatorii parametri
pentru extractia compusilor biologic activi din lavanda:
- puterea de 210 W, timp de 30 secunde, la o temperatura de 64°C;
- puterea de 310 W, timp de 20 secunde, la o temperatura de 63,5°C;
- puterea de 420 W, timp de 15 secunde, la o temperatura de 64,5°C.
4.4.4. Extractie cu CO; supercritic

Lavanda recoltata in perioada 2017 si uscata la temperatura 25°C si méacinata fin inainte
de extractie la moara coloidala (model UMC 12 - 2012, producator Stephan, Germania).

Instalatia de extractie cu CO: supercritic (Natex Prozesstechnologie GembH, Ternitz,
Austria, model 10-023/2011) alcatuita din extractorul E (2 litri volum util) — figura 1 si doua trepte
de separare (fiecare cu 1,5 litri volum util) are integrat software-ul ABB (ABB - Mannheim,
Germania). Extractorul E si cele doua separatoare S1, respectiv S2 sunt dotate cu sisteme proprii
de incalzire pentru asigurarea conditiilor optime de temperatura necesare procesului de extractie
(Figura 4.1.).
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Figura 4.1. Schita de principiu a instalatiei de extractie cu fluide supercritice
Tcoz — tanc pentru CO2; Bcoz — butelie cu CO2; E — extractor; S1 — separator 1; S2 — separator 2; Pcoz — pompa de
proces pentru CO2; Pc — pompa de circulatie pentru CO2: C — pre-racitor; EV — evaporator; Rm — robinet cu actionare
manuald; TT — transmitator a temperaturii; TI — indicator temperatura; PT — transmitator de presiune; Pl — indicator de
presiune; FI — indicator de debit; FT — transmitator de debit.

Tabel 4.1. Parametrii de extractie in sistem discontinuu (Nadalin si colab., 2014)

Debit Randament
Extractor C30 Separator 1 — S1 Separator 2 — S2 C02, kg/h | gravimetric,%

300 bar/60°C/1 h 20,27 4.67

! 300 bar/60°C/2h 150 bar/60°C 50 bar/25°C 20,10 2,05

] 400 bar/60°C/1 h lhsi2h lhsi2h 17,78 1,94
400 bar/60°C/2h nefinalizat nefinalizat

300 bar/60°C/3h 150 bar/60°C 50 bar/25°C 20,16 6,59

[+l

400 bar/60°C/3h 150 bar/60°C 50 bar/25°C nefinalizat | nefinalizat

4.4.5 Determinarea continutului de carotenoide si clorofila din extractele de lavanda
Extractele rezultate se dilueaza in solventul de extractie si se citeste absorbanta la 470

nm pentru carotenoide totale, 663 nm si 645 nm pentru clorofile. Pentru calculul concentratiei de
carotenoide si clorofile s-au utilizat relatiile lui Arnon (1949) 1-4:

Chla= 0,0127 X Age3z — 0,00269 X Agas (1)

Chlb = 0,0229 X Agas — 0,00468 X Age3 (2)

tot Chl = 0,0202 X Aess + 0,00802 X Ass3 (3)

Carotenoide totale = (1000 X As70 — 1,82 X Assz —85,02 X Aess)/198 (4)

4.4.6. Continutul de polifenoli totali s-a determinat cu ajutorul metodei colorimetrice Folin-
Ciocalteu (Gutfinger, 1981). Pentru realizarea curbei de calibrare s-a utilizat ca standard acidul
galic, iar rezultatele obtinute au fost exprimate ca mg acid galic/mL extract (mg AG/mL) (Figura
4.2)).
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Figura 4.2. Curba de calibrare cu acid galic, mg AG/mL

4.4.7. Continutul total de flavonoide a fost determinat utilizdnd metoda descrisa anterior de
catre Dewanto si colab., (2002). Continutul total de flavonoide se determina cu ajutorul curbei
standard catehinice si se exprima ca mg echivalenti catehinici/g proba liofilizata £ SD (mg EC/mL)
(Figura 4.3.).
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Figura 4.3. Curba de calibrare pentru determinarea continutului total de flavonoide, mg EC/g
SuU

4.4.8. Determinarea activitatii antioxidante s-a realizat utilizand metoda DPPH (2,2-difenil-1
picrilhidrazil)

Determinarea activitatii antioxidante: Pentru exprimarea activitatii antioxidante in mMol Trolox/ml
s-a utilizat curba etalon din Figura 4.4.
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Figura 4.4. Curba de calibrare utilizatd pentru determinarea activitatii antioxidante, mMoli
Trolox/mL

4.4.9.Spectre de absorbtie
Toate extractele au fost testate prin spectroscopie UV-Vis pentru a verifica lungimile de
unda la care se inregistreaza maximul de absorbtie. Extractele au fost dizolvate in solventii cu
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care s-a realizat extractie, s-a realizat o dilutie in proportie de 1:3, iar scanarea s-a efectuat n
domeniul spectral 200-900 de nm cu ajutorul spectrofotometrului Cintra 202.
4.4.10. Determinarea acizilor grasi din lipide totale

Pentru determinarea acizilor grasi din lipidele totale au fost selectate 3 probe, si anume:
extractul obtinut prin extractie cu hexan si acetona urmata de ultrasonare 20 si 40 de minute si
extractul obtinut prin extractia cu fluide supercritice, fractiunea S40.
Concentratiile de acizi grasi au fost exprimate in % de arie din totalul ariilor acizilor grasi.
4.4.11. Determinarea compusilor volatili din extracte prin metoda ITEX/GC-MS

Pentru determinarea acizilor grasi din lipidele totale au fost selectate 3 probe, si anume:
extractul obtinut prin extractie cu hexan si acetona urmata de ultrasonare 20 si 40 de minute si
extractul obtinut prin extractia cu fluide supercritice, fractiunea S40.

Extractia compusilor volatili s-a realizat prin tehnica in-tube, dupa o metoda descrisa de
Socaci si colab. (2013), prin utilizarea a 0.1g de extract S45 si S40 si 0.05 g din extractul obtinut
prin ultrasonare. Analiza composilor volatile s-a realizat cu ajutorul echipamentului gaz
cromatograf GC-MS QP-2010 (Shimadzu Scientific Instruments, Kyoto, Japan) cuplat cu
spectometru de masa. Compusii volatili s-au separat cu ajutorul unei coloane capilare Zebron
ZB-5ms cu dimensiuni de 25 mx0.25 mm si grosime film de 0.25 ym. s-a utilizat helin 1 mL/mim
si raport de 1:100.
4.4.12. Tratamentul termic

Tratamentul termic a fost aplicat pentru a verifica stabilitatea la procesarea termica a
extractelor. Pentru experimentele de cinetica de degradare termica, a fost selectat extractul
obtinut prin extractia combinata hexan:acetona 3:1 si ultrasonare timp de 30 de minute. Astfel,
extractul de concentratie 20 mg/ml s-a dizolvat in etanol din care 0,4 mL au fost supusi
tratamentului termic la diferite temperaturi cuprinse intre 75 si 100°C, timp de 0-40 minute. Dupa
tratamentul termic, probele au fost introduse in apa cu gheata pentru a evita propagarea
degradarii compusilor biologic activi.
4.4.13. Cinetica reactiilor de denaturare

Modelul cinetic de conversie fractionala descris de ecuatia 5. a fost utilizat pentru a descrie
efectul tratamentului termic asupra compusilor biologic activi din extractul de lavanda. Acest
model cinetic poate fi aplicat Tn cazul proceselor de degradare termica care iau in considerare o
valoare pozitiva a proprietatii studiate dupa o durata prelungita a tratamentului termic.

Xt = Xoo + (Xoo - X)) €Xp (-K2) 5)

in care:
X« - valoarea de echilibru pentru o durata infinita a tratamentului termic;
X; — valoarea raspuns pentru probelor native.

Ecuatia 5. este valabila in domeniul de temperatura in care valoarea X. nu se modifica
odata cu modificarea duratei de expunere la diferite temperaturi.

Cinetica de degradare a activitatii antioxidnate a fost descrisa cu ajutorul modelului cinetic
de ordinul I, dat de ecuatia 6:

dac

G k-C (6)
unde k este constanta vitezei de degradare (1/min). Prin integrare, ecuatia (6) devine:

C

—In(2)=k-t ©)
Timpul de injumatatire (t12) este dat de ecuatiile:
k-t =—In(1/2) (8)
In2

t1/2 - T (9)
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Dependenta de temperatura a constatelor vitezelor de reactie, k (1/min) a fost descrisa de
ecuatia Arrhenius (ecuatia 10.):

k=K. exp Bl 1
RI\T Ty
n care;

= T si Tws reprezinta temperatura absoluta, respectiv temperatura de referinta (K);
= Kt reprezinta constanta vitezei de reactie la temperatura de referinta;
= E, reprezinta energia de activare (kJ/mol);
= R reprezinta constanta universala a gazelor (8,314 J/(mol-K).

Energia de activare a fost calculata cu ajutorul regresiei liniare a dreptei In k in functie de
T (K).
4.5. Analiza statistica a datelor

Toate experimentele au fost efectuate in triplicat. Rezultatele au fost exprimate n termeni
de valori medii. Analiza statistica a datelor a fost efectuata utilizdnd pachetul de instrumente de
analizd a datelor al software-ului Microsoft Excel. Coeficientul de determinare (R?) si eroarea
medie patratica (MSE) au fost utilizate precum criterii pentru adecvarea modelului.
4.6. REZULTATE $I DISCUTII

in studiile realizate, au fost testate diferite metode de extractie si analizate comparativ
continutul in clorofile, carotenoide, continut de polifenoli totali (TPC), flavonoide totale (TFC), acizi
grasi, compusi volatili si activitatea antioxidanta.

(10)

4.6.1. Screening-ul profilului fitochimic global al extractelor din flori din lavanda obtinute
prin extractia solid-lichid cu solventi diferiti prin metode spectrofotometrice

Pentru extractia cu solventi organici, s-au utilizat: acetona, dietileter, etanol, n-hexan si
metanol. Rezultatele obtinute prin extractie cu solventi organici sunt prezentate in Tabelul 4.2.

Tabel 4.2. Continutul de compusi biologic activi in extractele obtinute prin extractie cu solventi

Compus Acetona Dietileter Hexan Metanol
TPC, mg AG/mL 0,06+0,01 0,05+0,01 0,008+0,001 0,05+0,01
TFC, mg EC/mL 84,74+2,31 52,71+3,45 10,61+0,89 121,85+2,54
Clorofila a, pg/mL 36,64+2,47 14,22+1 .47 6,50+0,78 23,38+2,41
Clorofila b, pg/mL 36,08+2,74 4,93+1,75 2,51+0,96 18,27+1,07
Carotenoide totale, pg/mL 14,43+1,24 4,90+1,45 2,05%0,71 11,18+0,45
Activitate antioxidanta, mMol Trolox/mL | 0,68+0,17 0,46%0,12 0,26%0,07 1,28+0,23

Din Tabelul 4.2, se poate observa o distributie semnificativ diferité a gradului de extractie
a compusilor biologic activi in functie de tipul de solvent. Flavonoidele totale s-au extras in cea
mai mare concentratie in metanol (121,85+2,54 mg EC/mL), urmat de acetona (84,74+2,31 mg
EC/mL) si dietileter (52,71+3,45 mg EC/mL), cu o concentratie mai mica in hexan, de 10,61+0,89
mg EC/mL.

Cel mai eficient solvent pentru extractia clorofilelor a, b si a carotenoidelor totale a fost
acetona, cu 36,64+2,47 pug/mL, 36,08+2,74 pg/mL si respectiv 14,43+1,24 pyg/mL urmata de
metanol cu 23,38+2,41 ug/mL clorofila a, 18,27+1,07 pug/mL clorofila b si 11,18+0,45 pg/mL.

Extractul cu ce mai puternica activitate antioxidanta a fost cel obtinut cu metanol, cu
1,28+0,23 mMol Trolox/mL, care probabil este datd de continutul mai mare in TFC.



4.6.2. Screening-ul comparativ al profilului fitochimic al extractelor din flori de lavanda la
extractia asistata de ultrasunete
Pentru extractia cu ultrasunete s-au utilizat diferite tipuri de combinatii de solventi,
respectiv n-hexan-acetona in raport de 1:1, 3:1 si etanol, timp de 30 de minute la 40°C.
Rezultatele obtinute prin extractie combinata sunt prezentate in Tabelul 4.3.

Tabel 4.3. Profilul fitochimic global al extractelor din flori de lavanda la extractia asistata de
ultrasunete

Compus Hexan:Acetona Hexan:Acetona 3:1 Etanol (70%)

1:1
TPC, mg AG/g SU nd 5,41+0,08 0,08+0,007
TFC, mg EC/g SU nd 4,20+0,85 7,40+0,40
Clorofila a, pg/ g SU 0,53+0,02 4,50+1,16 1,04+0,02
Clorofila b, pg/ g SU 0,56+0,07 6,40+0,39 1,32+0,15
Carotenoide totale, pg/g SU 0,28+0,06 2,71+0,28 0,84+0,06
Activitate antioxidanta, mMol Trolox/g 2,6810,37 4,46+0,98 1,32+0,02
SuU

Din Tabelul 4.3 se poate observa ca extractia cu amestec de hexan si acetona 3:1 a
permis obtinerea celui mai mare continut in clorofila, compusi polifenoli, flavonoide si activitate
antioxidanta.

4.6.3. Screening-ul comparativ al profilului fitochimic al extractelor din flori de lavanda la
extractia asistata de microunde

Tehnica a fost aplicata si pentru extractia compusilor biologic activi din flori de lavanda, la
diferiti parametri (Tabel 4.4.).

Tabel 4.4. Continutul de compusi biologic activi in extractele obtinute prin extractie asistata cu

microunde
Compus MW 15 sec MW 20 sec MW 30 sec
(420 W, 64,5°C) (310 W, 63,5°C) (210 W, 64°C)
TPC, mg AG/mL 3,56+0,01 0,26+0,01 0,26+0,01
TFC, mg EC/mL 1,10+0,12 0,11+0,04 0,10+0,02
Clorofila a, pg/mL 4,59+0,09 4,16+0,01 3,05+0,02
Clorofila b, pg/mL 2,39+0,02 2,22+0,04 1,34+0,04
Carotenoide totale, pg/mL 2,48+0,06 2,95+0,26 1,82+0,01
Activitate antioxidanta, mMol Trolox/mL 1,13+0,04 0,52+0,01 0,32+0,01

Se poate observa un grad de extraciie ridicat pentru compusii polifenolici in prima varianta
(timp de extractie 15 sec, putere 420 W, temperatura 64,5°C). Pentru clorofile si compusii
carotenoidici exista diferente semnificative intre primele doua variante si varianta trei, scaderea
puterii concomitent cu cresterea timpului de extractie nu a condus la cresterea concentratiei de
compusi biologic activi in extracte.

4.6.4. Screening-ul comparativ al profilului fitochimic al extractelor din flori de lavanda la
extractia extractia cu fluide supercritice

Extractia cu CO. supercritic (SCE) se efectueaza la temperaturi scazute, in mod normal
sub 60°C, ceea ce permite protejearea compusilor termolabili din extract.

In Tabelul 4.5. sunt prezentate valorile obtinute pentru compusii biologi activi in fractiunea
S45, obtinuta dupa 1 ora si respectiv 3 ore de extractie la 300 bar.
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Tabel 4.5. Continutul de compusi biologic activi in extractele obtinute prin extractie cu CO-

supercritic, fractiunea S45

Compus

1 ora de extractie 300 bar

3 ore de extractie 300 bar

TPC, mg AG/g SU 67,56+1,42 80,95+0,67
TFC, mg EC/g SU 15,67+2,98 34,02+0,51
Clorofila a, mg/g extract SU 6,78+0,98 5,22+0,12
Clorofila b, mg/g extract SU 3,45+0,78 2,95+0,16
Carotenoide totale, mg/g SU 18,24+0,04 15,67+1,45
Activitate antixodanta, mMol Trolox/g SU 28,89+2,34 34,02+0,51

Din Tabelul 5.5., se poate observa ca extractia cu CO2 supercritic a condus la obtinerea

unor oleoresine cu profil fitochimic diferit, remarcandu-se o concentratie ridicatd de flavonoide
dupa 3 ore de extractie, in timp ce extractia timp de 1 ora a determinat extractia unor concentratii
mai mari de clorofile si carotenoide totale.

4.6.5. Analiza comparativa a profilului fitochimic global a extractelor din flori de lavanda
selectate pentru experimente ulterioare

Din experimentele efectuate, s-a remarcat ca extractia combinatad n-hexan:acetona raport
3:1 cu ultrasonare, in conditii de extractie 30 min la 40°C (E1), extractia in etanol 70% in
combinatie cu ultrasonarea (E2), in conditii de extractie 30 min la 40°C, si extractia cu CO:
supercritic (E40 si E45) au permis un control al profilului fitochimic, cu obtinerea unor concentratii
ridicate de compusi hidrofobi in E1, hidrofili in E2 si ambele categorii in E40 si E45 (Tabel 4.6.).

Tabel 4.6. Profilul fitochimic al extractelor din flori de lavanda

Compusi fitochimici El E2 E40+E45
Clordfile totale, mg/g SU 3,19+0,12 nd* 13,13+0,45
Clorofila a, mg/g SU 2,1040.08 nd 8,22+0,12
Clorofila b, mg/g SU 0,69+0,02 nd 4,95+0,16
Carotenoide totale, mg/g SU 0,42+0,01 nd 28,24+0,04
Polifenoli totali, mg AG/g SU 19,45+0,45 180,80+2,91 89,95+0,67
Flavonoide totale, mg EC/g SU 23,61+0,75 80,77+2,53 67,02+0,51
Activitatea antioxidanta, mMol/g SU 17,54+3,98 108,33+0,86 102,36+3,56

*nd — nedeterminat

In tabelul 4.6. este prezentat profilul fitochimic global al celor trei extracte obtinute prin
diferite tehnici de extractie. Se poate observa ca extractia in etanol asistata de ultrasunete (E2)
a permis obtinerea unor extract cu un continut ridicat de polifenoli si flavonoide, care a condus la
o activitate antioxidanta remarcabila, de 108,33+0,86 mMol Trolox/g S.U. Extractia asistata de
fluide supercritice a fost superioara extractiei cu ultrasunete in ceea ce priveste extractia
compusilor hidrofobi, permitand obtinerea unui extract cu un continut semnificativ mai mare de
clorofile, carotenoide totale si flavonoide.
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4.6.6. Evaluarea comparativa a profilului fitochimic individual al extractelor din flori din
lavanda obtinute prin extractia cu solventi, extractia asistata de ultrasunete si extractia cu
fluide supercritice prin metode cromatografice

Profilul cromatografic al extractului obtinut din florile de lavanda a relevat prezenta a
unsprezece compusi polifenolici, insa concentratia de acizi polifenolici a fost majoritara (Figura
4.5). Cea mai mare concentratie a fost inregistrata de acidul vanilic si acidul cinamic. Totodata,
in concentratii mari s-au gasit si acidul acidul ferulic si acidul rozmarinic. Quercetina a relevat o

concentratie destul de mica in extractul din flori de lavanda impreuna cu apigenina.
200000
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Figura 4.5. Profilul cromatografic al extractului din flori de lavanda — Peak (1) - acid galic; Peak (2) —

acid 3,4 - hidroxibenzoic; Peak (3) - acid clorogenic; Peak (4) — acid vanilic; Peak (5) - acid cafeic; Peak (6) - acid p-

coumaric; Peak (7) — querceting; Peak (8) — acid ferulic; Peak (9) - apigenina; Peak (10) — acid rozmarinic; Peak (11)
— acid cinamic.

Pentru extractele obtinute, s-au utilizat tehnici de cromatografie lichidd de inalta
performanta si cromatografie de gaze pentru a determina profilul fitochimic al acestora, si,
totodata, si caracterul antimicrobian al uleiului esential extras din L. angustifolia. Profilul
cromatografic a reliefat prezenta a unsprezece compusi polifenolici diferiti, in cele mai mari
concentratii gasindu-se acidul cafeic, acidul rosmarinic si acizii 4-hidroxibenzoici.

Extractele hidrofobe obtinute prin extractie asistata de ultrasunete (EAU) si cele doua
extracte obtinute prin extractia asistata de fluide supercritice au fost analizate comparativ in ceea
ce priveste continutul de compusi volatili, rezultatele fiind prezentate in Tabelul 4.5.

Tabel 4.5. Profilul compusilor de aroma in extractele de lavanda

% din suprafata totala a peak-ului

Compus SCE (S40)  SCE (S45) E1
2-Pentanone, 4-hydroxy-4-methyl- - - 9,24+0,89
2(5H)-Furanone, 5.5-dimethyl- - - 0,37+0,10
1-Hexanol 0,05+0,01 0,08+0,01 )
Tricyclo[2.2.1.0(2,6)]heptane, 1,7,7- -
trimethyl- 0,03+0,01 0,13+0,02

Origanene 0,06+0,01 0,15+0,02 )
a-Pinene 0,30+0,02 0,77+0,04 )
3-Heptanone, 6-methyl- 0,11+0,05 0,11+0,01 )
Heptane, 2.5.5-trimethyl- 0,2410,07
Camphene 0,77+0,09 1,97+0,11 )

n.i 0,17+0,02 0,86+0,11 )
2-Thujene 0,04+0,01 0,08+0,01 )
4(10)-Thujene (Sabinen) 0,10+0,01 0,47+0,02 )
B-Pinene 0,25+0,05 0,41+0,03 )
1-Octen-3-ol 0,20+0,05 0,17+0,01 )
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0,30+0,10

3-Octanone 1,30+0,07 1,09+0,05
B-Myrcene 1,34+0,10 1,32+0,11 2,83£0,45
Butanoic acid, butyl ester 0,15+0,01 0,18+0,01 )
n.i 0,09+0,01 0,10+0,01 -
Acetic acid, hexyl ester (1-Hexyl acetate) 0,85+0,08 0,80+0,11 )
a.-Terpinene 0,08+0,01 0,11+0,01 -
p-Cymene 0,8310,10 1,160,04 0,23+0,01
Limonene 3,48+0,54 4,87+0,58 0,97£0,15
Eucalyptol 16,72+0,98 17,62+1,20 2,10£0,58
B-trans-Ocimene 4,02+0,45 5,13+0,74 1,56+0,62
B-cis-Ocimene 1,58+0,23 1,60£0,12 1,48+0,23
y-Terpinene 0,16x0,01 0,36x0,01 -
6-Methyl-2-(2-oxiranyl)-5-hepten-2-ol 3,98+0,23 3,4540,41 6,74£1,02
Linalool oxide (fr.1) 3,04+0,25 2,66+0,52 5,76+0,28
B-Linalool 19,94+1,01 20,44+1,20 15,18+1,20
Octen-1-ol, acetate 1,01+0,05 0,970,11 1,85£0,57
2,4,6-Octatriene, 2,6-dimethyl-, (E, 2)- 0,710,11 0,58+0,15 0,18+0,02
Camphor 10,3+0,74 7,82+1,21 4,39+0,23
Lavandulol 0,35+0,01 0,33+0,08 }
Borneol 1,76+0,05 2,38+0,04 3,1620,78
1-Terpinen-4-ol 1,41+0,47 1,42+0,09 1,46+0,06
n.i 1,30+0,24
Butanoic acid, hexyl ester - 0,37 )
n-Hexyl butanoate 0,44+0,04 - )
a-Terpineol - 0,20+0,01 )
Isobornyl formate - 0,11+0,01 0,2240,21
Linalool acetate 18,08+0,87 15,28+1,25 25,86%1,24
Lavandulyl acetate 2,63+0,56 2,13+0,52 5,62+0,78
n.i 0,15+0,08 0,08+0,01 1,06+0,06
8-Hydroxylinalool - - 2,54+0,24
Nerol 0,14+0,09 0,11+0,01 0,53+0,08
u.i. 0,38+0,11 0,24+0,05 1,170,09
Caryophyllene 1,730,12 1,20+0,02 1,86%0,08
a-Bergamotene 0,08+0,01 0,05+0,01 -
B-Farnesene 0,62+0,02 0,49+0,01 0,430,09
y-Muurolene 0,09+0,01 - -
n.i 0,15+0,04 0,17+0,01 0,98%0,14
0,39+0,07

Acetic acid. hexyl ester

* neidentificat

Analiza GC-MS a celor trei tipuri de extracte a permis identificarea a 44 si respectiv 26 de
compusi volatili in extractele CO; si E1.
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Figura 4.6. Cromatogramele GC-MS pentru identificarea si cuantificarea compusilor volatili din
extractele obtinute prin extractia cu fluide supercritice (a) (S45 — negru, S40 — roz) si extractia

asistata de ultrasunete (b)

in extractul CO, au fost identificati 7 compusi principali (-linalool, eucaliptol, linalool acetat,
B-trans-ocimen, silimonen) (Figura 4.6), in timp ce in extractul E1 au fost identificati tot 7 compusi
principali, constand in linalool acetat, B-linalool, 6-methyl-2-(2-oxiranyl)-5-hepten-2-ol, linalool
oxid, lavandulil acetat si camfor. Extractul obtinut prin extractia cu fluide supercritice este mai
bogat in compusi volatili. De exemplu, fractiunile S40 si S45 contin a-pinen, 3-heptanona, 6-
methyl-, camfen, sabinen, B-pinen, 1-Octen-3-ol etc, in timp ce extractul E1 contine o cantitate
dubla de B-mircen, 6-Methyl-2-(2-oxiranyl)-5-hepten-2-ol, linalool oxid (fr.1) si octen-1-ol, acetat
si o cantitate semnificativ mai mica de camfor. Diferente semnificative au fost identificate si in
continutul de limonen, eucaliptol, B-trans-ocimen, 3-Linalool, cu o proportie mai mare in fractiunea
S45 si mai mica in extractul E1. In ceea ce priveste continutul de acetat de linalool, extractul E1
a prezentat cel mai mare continut (25,86+1,24%), urmat de fractiunea S40 (18,08+0,87%) si S45
(15,28+1,25%).

In Figura 4.7. este prezentata cromatograma de identificare si cuantificare a profilului
acizilor grasi, care prezinta 7 peak-uri in extractul CO: (Figura 4.7. a) si 8 peak-uri in Figura 4.7.
b. Tipul si proportia de acizi grasi este prezentata jp Tabelul 4.7.

100

Time
2083 25.83 3083 3583 1083 20.67 2267 2467 26.67 2867 30.67 3267 34.67 36.67

a) b)

Time

Tim
19.67 21.67 2367 2567 27.67 29.67 3167 3367 35.67 37.67 39.67

c)
Figura 4.7. Cromatogramele GC-MS pentru identiifcarea si cuantificarea profilului acizilor grasi
totali din extractele de lavanda fractiunile CO2 S40 (a) si S45 (b) si extractul E1 (c)
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Tabel 4.7. Compozitia in acizi grasi (% din acizii grasi totali) in extractele de flori de lavanda

Acid gras E40 E45 E1l
Acid a-linolenic (18:3n-3) 31,67+1,58 25,61+1,25 11,82+0,55
Acid palmitic (16:0) 49,80+2,31 25,10+0,87 18,71+0,80
Acid linoleic (18:2n-6) 7,66+1,02 16,81+1,05 19,66+0,85
Acid oleic (18:1n-9) 5,37+0,89 11,35+0,99 27,21+1,10
Acid stearic (18:0) 1,55+0,05 8,39+0,11 13,73+0,62
Acid behenic (22:0) 2,562+0,12 5,79+0,35 3,568+0,20
Acid arachidic (20:0) 0,86+0,16 5,63+0,52 4,62+0,25
Acid vaccenic (18:1n-7) 0,59+0,01 1,31+0,07 0,67+0,08
AGSs 54,73+1,25 44,91+1,53 40,64+1,35
AGMSs 5,93+1,20 12,66+1,28 27,88+1,20
AGPNs 39,33+1,48 42,43+1,87 31,48+1,35
n-3 AGPN 31,67+1,59 25,61+0,85 11,82+0,55
n-6 AGPNs 7,66+1,58 16,81+0,98 19,66+0,90
n-6/n-3 0,24 0,66 1,66
AGPN/AGM 0,72 0,94 0,77

Abrevieri: AGS- acizi grasi saturati, AGMN- acizi grasi mononesaturati, AGPN-acizi grasi polinesaturati.

Profilul acizilor grazi depinde de tipul de extractie. Din tabelul 4.7. se poate observa ca
fractiunea S40 a prezentat cea mai mare proportie de acid a-linolenic (31,67+1,58%) si acid
palmitic (49,80+2,31%), in timp ce extractul E1 a prezentat o proportie mai mare de acid linoleic
(19,66+0,85%), oleic (27,21+1,10%) si stearic (13,73+0,62%).

Se poate observa ca extractele au prezentat o concentratie ridicata de acizi polinesaturati,
cu valoarea cea mai ridicata in fractiunea S45 de 42,43% si o valoarea mai mica de acizi grasi
mononesaturati, cu cea mai mare valoare inregistrata in extractul E1 (27,88+1,20%) si cea mai
mica in fractiunea S40 (5,93+1,20%). Acizii n-3 au avut cea mai mare contributie in fractiunea
S40 (31,67+1,59%) comparativ cu acizii n-6 (7,66+1,58%) si mai mica in E1, de 11,82+0,55% si
respectiv, 19,66+0,90%.

4.7. Evaluarea stabilitatii unor compusi biologic activi si a activitatii antioxidante la
tratamentul termic
4.7.1 Cinetica de degradare a clorofilelor

Modelul cinetic de conversie fractionala dat de ecuatia 5 a fost utilizat pentru a descrie
efectul tratamentului termic asupra compusilor biologic activi din extractul de lavanda.

Cinetica de degradare termica a fost studiata in intervalul de temperatura 75° — 100°C.
Din Figura 4.8. se poate obseva ca degradarea termica a clorofilei a a urmat un model cinetic de
conversie fractionala.

Concentratia de clorofila

0 T T T 1

60 20 . 30 40
urata de mentinere, min

€75 A80785 %90 -95m100

Figura 4.8. Modelul cinetic de conversie fractionala care descrie degradarea termica a clorofilei
a in extractul de lavanda
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In Figura 4.9. sunt prezentate curbele de degradare termica a clorofilei b in extractul de
lavanda.

0 10 20 30 40
Durata de mentinere, min
75 AS0O m85 €90 A95 I 100

Concentratia de clorofila

Figura 4.9. Modelul cinetic de conversie fractionala care descrie degradarea termica a clorofilei
b in extractul de lavanda

Constantele vitezelor de degradare estimate de modelul cinetic de conversie fractionala
sunt prezentate in Tabelul 4.8.

Tabel 4.8. Parametrii cinetici estimati de modelul cinetic de conversie fractionala la degradarea
termica a clorofilelor a si b in extractul de lavanda

Compus Temperatura, °C k (x10?), 1/min Co Eq, ki/Mol
Clorofila a 75 10,83+1,15 1,03+0,09 139,69+15,22
80 32,05+8,32 1,11+0,05
85 52,24+12,10 1,07+0,03
90 61,07+15,90 1,02+0,02
95 229,9845,97 1,24+0,03
100 297,81+11,99 1,39+0,10
Clorofila b 75 11,58+0,96 1,12+0,08 123,49+18,24
80 34,92+46,18 1,14+0,12
85 61,82+5,86 1,04+0,07
90 70,90+6,49 0,98+0,03
95 208,7149,72 1,22+0,02
100 220,82+16,23 1,28+0,03

Pe baza valorilor constantelor vitezei de degradare, se poate aprecia ca cele doua
componente bioactive se degradeaza similar in intervalul de temperatura 75-80°C, in timp ce in
intervalul de temperatura 85-90°C, clorofila b se degradreaza cu o vitezéd mai mare si mai mica
la temperaturi mai ridicate.

4.7.2. Cinetica de degradare a compusilor carotenoidici

Modelul cinetic de conversie fractionala dat de ecuatia 4 a fost utilizat pentru a descrie
efectul tratamentului termic asupra compusilor carotenoidici totali din extractul de lavanda.

In Figura 4.10. sunt prezentate curbele de degradare termica a carotenoidelor totale in
extractul de lavanda.
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Figura 4.10. Modelul cinetic de conversie fractionala care descrie degradarea termica a
carotenoidelor totale in extractul de lavanda

Tratamentul termic a avut un efect semnificat asupra continutului de carotenoide totale,
determinand o reducere de cca. 79% dupa 40 de minute de mentinere la 75°C si respectiv 20 de
minute la 80°C. La temperaturi mai ridicate, pierderile in carotenoide totale au fost semnificative,
variind intre 74% la 85°C pana la cca. 83% la 100°C dupa 5 minute de mentinere (Figura 4.18).
Constantele vitezelor de degradare estimate de modelul cinetic de conversie fractionala sunt
prezentate in Tabelul 4.9.

Tabel 4.9. Parametrii cinetici estimati de modelul cinetic de conversie fractionala la degradarea
termica a continutului de carotenoide totale in extractul de lavanda

Compus Temperatura, °C k (x10?), 1/min C- Ea, kJ/Mol
Carotenoide 75 15,05+2,01 12,73+1,07 114,18+11,44
totale 80 34,79+3,24 12,28+0,66

85 74,35%4,22 12,24+0,55
90 90,95+8,09 12,16+0,70
95 184,43+4,65 11,87+1,21
100 212,73+£3,79 10,49+1,31

Din Tabelele 4.8.-4.9., se poate observa o degradare cu o viteza mai mare in intervalul de
temperatura 75-90°C, urmata de o degradare similara la temperaturi de 95°C, in timp ce la 100°C,
clorofila a se degradeaza cel mai rapid.

Termostabilitatea carotenoidelor se datoreaza dublelor legaturi conjugate. La aplicarea
unui tratament termic intens, structurile sunt scindate si apar reactii moleculare in care sunt
implicate dublele legaturi.

4.7.3. Cinetica de degradare a compusilor polifenolici

Modelul cinetic de conversie fractionald a fost utilizat pentru a descrie cinetica de
degradare termica a compusilor polifenolici totali din extractul de lavanda.

Curbele de degradare termica sunt prezentate in Figura 4.11.
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Figura 4.11. Modelul cinetic de conversie fractionala care descrie degradarea termica a TPC in
extractul de lavanda

Studiile de cinetica de degradare au evidentiat stabilitatea termica a compusilor polifenolici
in extractul de lavanda. Din Figura 4.12. se poate observa ca tratamentul termic cu o durata de
mentinere de 5 min a condus la pastrarea concentratiei de polifenoli in proportie de ~87% la 80°C,
~82% la 85°C, ~79% la 90°C si ~75% la 95°C.
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Figura 4.12. Continutul procentual de TPC in extractul de lavanda dupé tratamentul termic in
intervalul 80-95°C timp de 5 min

Tratamentul la 100°C timp de 5 min a condus la cresterea continutul de polifenoli totali cu
cca. 9%, indicand cresterea gradului de extractibilitate a compusilor polifenolici. in studiul de fata,
s-a observat o scadere a TPC in primele 3 minute de tratament termic, urmata de o usoara
crestere a concentratiei.

Constantele vitezelor de degradare estimate de modelul cinetic de conversie fractionala
sunt prezentate in Tabelul 4.10.

Tabel 4.10. Parametrii cinetici estimati de modelul cinetic de conversie fractionala la
degradarea termica a polifenolilor in extractul de lavanda

Compus Temperatura, °C k (x102), 1/min Co Ea, kJ/Mol
TPC 75 5,80+0,90 83,22+1,89 94,65+8,19
80 12,94+3,30 81,18+2,58
85 20,35+8,91 86,85+0,93
90 30,82+0,19 84,62+1,56
95 38,79+1,50 79,50+1,08
100 58,69+1,54 77,57+1,89

Din Tabelul 4.10., se poate observa o degradare lenta a polifenolilor in intervalul de

temperatura 75-80°C, urmata de o degradare accelerata la temperaturi de 85-95°C.
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4.7.4. Compusii flavonoidici
Tn urma tratamentului termic, s-a remarcat o stabilitate ridicata a compusilor flavonoidici,
fara modificari semnificative in continut (Tabel 4.11.).

Tabel 4.11. Variatia continutului total de flavonoide la tratamentul termic a extractului din flori

din lavanda
Temperatura, °C Durata de mentinere, | TFC, mg EC/mg extract
min
75 0 4,20+0,85
10 3,93+0,42
20 3,76+0,36
30 3,83+0,74
40 4,16+0,41
80 0 4,20+0,85
5 3,94+0,74
15 4,34+0,23
20 3,78+0,58
25 3,96+0,65
85 0 4,20+0,85
2 5,01+0,45
3 3,91+0,33
5 4,04+0,41
7 4,17+0,14
90 0 4,20+0,85
1 4,00+0,47
2 2,78+0,11
3 4,18+0,25
5 4,02+0,28
95 0 4,20+0,85
1 2,11+0,28
2 3,54+0,29
3 3,79+0,47
5 4,10+0,51
100 0 4,20+0,85
1 3,42+0,11
2 4,33+0,18
3 3,568+0,41

Cresterea cantitatii de flavonoide se poate datora formarii compusilor monomerici rezultati
din hidroliza legaturilor dintre C-glicozide, deoarece in majoritatea plantelor flavonoidele exista
sub forma de C-glicozid dimer sau oligomer.

4.7.5. Cinetica de degradare a activitatii antioxidante

Tratamentul termic a avut un impact semnificativ asupra activitatii antioxidante,
determinénd o scadere cu aproximativ 54% la 75°C dupa 40 minutes si 92% la 100°C dupa 3
minute (Figura 4.13). Cinetica de degradare a activitatii antioxidante a urmat un model de ordin
|, care a permis estimarea parametrilor cinetici, cum ar fi constanta vitezelor de degradare si
energia de activare (Tabel 4.11.).
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Figura 4.13. Modelul cinetic de ordinul | care descrie degradarea termica a activitatii
antioxidante a extractului de lavanda la tratamentul termic in intervalul de temperatura 75-
100°C

Tabel 4.11. Parametrii cinetici estimati de modelul de ordinul | la degradarea termica a activitatii
antioxidante in extractul de lavanda

Compus Temperatura, °C k (x10%), 1/min Ce Ea, Kj/Mol
Activitatea 75 1,86+0,09 83,22+1,89 158,69+29,11
antioxidanta 80 4,69+0,87 81,18+2 58

85 17,87+1,28 86,85+0,93
90 23,49+2,37 84,62+1,56
95 34,01+1,27 79,50+1,08
100 77,35+3,78 77,39+1,21

Se poate observa din Tabelul 4.11., ca activitatea antioxidanta se degradeaza cu o viteza
mai mica in tot intervalul de temperatura, probabil ca stabilitatea termica este datorata stabilitatii
termice a compusilor flavonoidici.

4.8. Concluzii partiale

Obiectivul principal al studiului a fost acela de a testa trei categorii de tehnici de extractie
diferite si de a analiza profilul fitochimic global si individual al acestora, din perpectiva selectarii
unor extracte cu profil individualizat, pentru utilizari particulare. Un obiectiv secundar al studiului
a fost acela de a testa stabilitatea la procesarea termica a unor compusi tinta si de a descrie
degradarea termica a acestora pe baza unor modele cinetice, din perspectiva utilizarii extractelor
selectate ca atare in diferite aplicatii industriale, cu scopul optimizarii proceselor termice in
vederea pastrarii potentialului biologic activ.

Rezultatele obtinute au permis formularea urmatoarelor concluzii partiale:

1. Au fost testate trei categorii de tehnici de extractie: o tehnica clasica, de extractie solid-lichid,
doua tehnici combinate asistate (solventi si ultrasonare, solventi si microunde) si extractie cu
fluide supercritice (CO. supercritic). Studiul a vizat o serie de compusi biologic activi, cum ar
fi: clorofile, carotenoide, acizi grasi, compusi volatili, flavonoide, polifenoli, in corelatie cu
activitate antioxidanta.

2. n cazul extractiei solid-lichid, au fost utilizati o serie de solventi organici, cum ar fi acetona,
dieetileter, hexan si metanol, Metanolul a permis obtinerea unui extract cu cea mai mare
concentratie de flavonoide (121,85+2,54 mg EC/mL), si in consecintd cea mai ridicata
valoare pentru activitatea antioxidanta (1,28+0,23 mMol Trolx/mL). Cele mai mari concentratii
de clorofile (36,64+2,47 pg/mL pentru clorofila a si 36,08+2,74 pyg/mL pentru clorofila b) si
carotenoide totale (14,43+1,24 pg/mL) s-au obtinut la extractia cu acetona.

3. La stabilirea spectrelor de absorbtie au fost inregistrate benzi inguste in intervalele spectrale
diferite pentru clorofila a si b, in domeniul albastru (408 nm pentru extractul in acetona si
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dietileter, 410 nm pentru hexan si 375 nm pentru extractul in metanol) si rosii (663 pentru
extractul in acetona, 667 nm pentru extractul in dietileter, 668 nm pentru extractul in hexan
si 665 nm pentru extractul in metanol).

Pentru extractia asistata de ultrasunete, ca solvent s-a selectat amestecul de hexan:acetona
in raport de 3:1 si etanolul, pentru 30 min la 40°C, rezultatele evidentiind un continut
semnificativ. mai mare de compusi biologic activi in extractul obtinut cu amestec de
hexan:acetona 3:1, cu exceptia continutului de flavonoide, care s-au extras cu un randament
mai mare in etanol. De exemplu, extractul obtinut cu amestec de hexan:acetona in raport de
3:1 a prezentat un continut de clorofila a si b de 4,50+1,16 si respectiv 6,40+0,39 pg/mg
extract, cu o activitate antioxidanta de 4,46+0,98 mMol Trolox/mg extract, valori ridicate au
fost inregistrate si pentru continutul de compusi polifenolici, cu 5,41+0,08 mg AG/mg extract
pentru polifenolii totali si 4,20+0,85 mg EC/mg extract pentru flavonoidele totale.

La extractia in etanol asistata de microunde, rezultate superioare s-au obtinut in conditii de
timp de extractie 15 sec, putere 420 W si temperatura de 64,5°C, extractul prezentand un
continut mai mic de clorofile a si b comparativ cu extractia conventionala, de 4,59+0,09 ug/mL
si respectiv 2,39+0,02 pg/mL.

Extractia cu fluide supercritice a permis obtinerea a doua tipuri de extracte, corespunzatoare
celor doua separatoare, S40 si S45, cu profil fitochimic global diferit, extractia la 300 de bari,
timp de o ora a permis obtinerea unei fractiuni S45 mai bogata in clorofile si carotenoide
totale, comparativ cu prelungirea duratei de extractie la 3 ore, Timpul de extractie a influentat
concentratia de flavonoide si polifenoli in fractiunea S45, cu valori de 80,95+0,67 mg AG/g
SU si respectiv de 34,02+0,51 mg EC/ g SU, cu aproape 20% mai mare pentru polifenoli si
mai mult de 2 ori mai mare pentru flavonoide comparativ cu extractia timp de 1 ora. Activitatea
antioxidanta a fost mai mare cu cca, 18% in cazul extractului obtinut dupa 3 ore de extractie.
Pentru analiza comparativa, au fost selectate patru extracte rezultate din extractia combinata
n-hexan:acetona raport 3:1 cu ultrasonare, in conditii de extractie 30 min la 40°C (E1),
extractia in etanol 70% in combinatie cu ultrasonarea (E2), in conditii de extractie 30 min la
40°C, si extractia cu CO2 supercritic (E40 si E45) au permis un control al profilului fitochimic,
cu obtinerea unor concentratii ridicate de compusi hidrofobi in E1, hidrofili in E2 si ambele
categorii in E40 si E45, Astfel, in extractul obtinut prin ultrasonare cu etanol, continut de
compusi hidrofili (polifenoli si flavonoide) este semnificativ mai mare (180,80+2,91 mg AG/g
SU si respectiv 80,77+9,53 mg EC/g SU), in timp ce extractul supercritic are un continut
remarcabil in ambele categorii de compusi, cu o activitate antioxidanta de 78,36+89,56
mMol/g SU.

Extractul obtinut prin extractie combinata etanol cu ultrasonare a fost analizat in ceea ce
priveste profilul cromatografic individual al compusilor polifenolici, fiind identificatd prezenta
a unsprezece compusi polifenolici, cu o majoritate a acizlor polifenolici. Cea mai mare
concentratie a fost nregistrata de acidul vanilic si acidul cinamic. Totodata, Tn concentratii
mari s-au gasit si acidul acidul ferulic si acidul rozmarinic. Quercetina a relevat o concentratie
destul de mica in extractul din flori de lavanda impreuna cu apigenina.

Extractele obtinute prin extractie combinata solventi asistata de ultrasunete (E1) si cele doua
extracte obtinute prin extractia asistata de fluide supercritice (E40 si E45) au fost analizate
comparativ in ceea ce priveste continutul de compusi volatili. Astfel, analiza GC-MS a celor
trei tipuri de extracte a permis identificarea a 44 si respectiv 26 de compusi volatili Tn
extractele CO, si extractele obtinute prin ultrasonare. In extractul CO-, au fost identificati 7
compusi principali (B-linalool, eucaliptol, linalool acetat, B-trans-ocimen, si limonen), in timp
ce in extractul E1 au fost identificati tot 7 compusi principali, constand in linalool acetat, -
linalool, 6-methyl-2-(2-oxiranyl)-5-hepten-2-ol, linalool oxid, lavandulil acetat si camfor.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

in ambele extracte, compusii majoritari au reprezentat mai mult de 71% din compozitia
extractelor, intre fractiunile E40 si E45 nu au fost identificate diferente semnificative in ceea
ce priveste profilul compusilor volatili, insa diferente semnificative apar intre cele doua tipuri
de extracte. Extractul obtinut prin extractia cu fluide supercritice este mai bogat in compusi
volatili. De exemplu, fractiunile E40 si E45 contin a-pinen, 3-heptanona, 6-methyl-, camfen,
sabinen, B-pinen, 1-Octen-3-ol etc, in timp ce extractul obtinut prin ultrasonare (E1) contine
o cantitate dubla de B-mircen, 6-Methyl-2-(2-oxiranyl)-5-hepten-2-ol, linalool oxid (fr,1) si
octen-1-ol, acetat si o cantitate semnificativ mai mica de camfor.

Diferente semnificative au fost identificate si in continutul de limonen, eucaliptol, B-trans-
ocimen, B-Linalool, cu o proportie mai mare in fractiunea E45 si mai mica in E1. n ceea ce
priveste continutul de acetat de linalool, extractul obtinut prin ultrasonare a prezentat cel mai
mare continut (25,86+1,24%), urmat de fractiunea E40 (18,08+0,87%) si E45 (15,28+1,25%).
Fractiunea E40 a prezentat cea mai mare proportie de acid a-linolenic (31,67+1,58%) si acid
palmitic (49,80+2,31%), in timp ce extractul E2 a prezentat o proportie mai mare de acid
linoleic (19,66+0,85%), oleic (27,21+1,10%) si stearic (13,73+0,62%),

Toate cele trei extracte au prezentat o concentratie ridicatd de acizi polinesaturati, cu
valoarea cea mai ridicata in fractiunea E45 de 42,43% si o valoarea mai mica de acizi grasi
mononesaturati, cu cea mai mare valoare inregistrata in extractul E2 (27,88+1,20%) si cea
mai mica in fractiunea E40 (5,93+1,20%). Acizii n-3 au avut cea mai mare contributie in
fractiunea E40 (31,67+1,59%), comparativ cu acizii n-6 (7,66+1,58%) si mai mica in E2, de
11,82+0,55% si respectiv 19,66+0,90%,

Comparativ cu extractia cu solventi, se poate observa o redistribuire semnificativa a profilului
acizilor grasi, cu o crestere a gradului de extractie a acidului palmitic si a acidului a-linolenic
de 2,66 ori, concomitent cu o scadere a continutului de acid oleic de 5 ori si a acidului linoleic
cu 2,56. Comparativ cu fractiunea E45, profilul acizilor grasi in fractiunea E40 releva
scaderea de cca. 2 ori a concentratiei de acid palmitic, de cca. 1,3 ori a concentratiei de acid
a-linolenic, dar si o crestere a concentratiei de acid linoleic, arahidic si behenic.

Degradarea termica a compusilor biologic activi din extractul din flori de lavanda, obtinut prin
tehnica combinata, solvent-ultrasonare (amestec n-hexan: acetona raport 3:1, timp de
extractie 30 de minute, temperatura 40°C) a urmat un model cinetic de conversie fractionala,
descris de ecuatia 6, care a permis estimarea parametrilor cinetici de degradare termica, si
anume constantele vitezei de degradare termica si energia de activare pentru clorofile,
carotenoide si polifenoli. Degradarea activitatii antioxidante a fost descrise de modelui cinetic
de ordin I.

Pe baza valorilor constantelor vitezei de degradare, s-a putut aprecia ca principalele clorofile
se degradeaza similar in intervalul de temperatura 75-80°C, in timp ce in intervalul de
temperatura 85-90°C, clorofila b se degradreaza cu o viteza mai mare si mai mica la
temperaturi mai ridicate.

Energiile de activare pentru degradarea termica a clorofilelor a si b in extractul de lavanda
au avut valori de 139,69+15,22 kJ/mol si respectiv 123,49+18,24 kJ/mol, ceea ce denota o
mai susceptibilitatea mai mare a clorofilei a la degradarea termica comparativ cu clorofila b,
in conditiile studiate.

Tratamentul termic a avut un efect semnificativ asupra continutului de carotenoide totale,
determinand o reducere de cca. 79% dupa 40 de minute de mentinere la 75°C si respectiv
20 de minute la 80°C. La temperaturi mai ridicate, pierderile in carotenoide totale au fost
semnificative, variind intre 74% la 85°C péana la cca. 83% la 100°C dupa 5 minute de
mentinere.
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Comparativ, carotenoidele totale se degradeaza cu o viteza mai mare in intervalul de
temperatura 75-90°C, urmata de o degradare similara la temperaturi de 95°C, in timp ce la
100°C, clorofila a se degradeaza cel mai rapid.

S-a observat ca valorile estimate de modelul de conversie fractionala pentru concentratia de
carotenoide totale la o durata infinita a tratamentului termic (C.) variaza cu temperatura,
ceea ce denota ca in aceaste conditii concentratia finala de carotenoide este dependenta de
temperatura.

Energia de activare pentru degradarea termica a continutului total de carotenoide in extractul
de lavanda au avut valori de 114,18+11,44 kJ/mol, fiind mai mica comparativ cu clorofilele,
ceea ce denota o dependenta mai mica a constantelor vitezelor de degradare fata de
temperatura, deci o stabilitate mai ridicata.

Tratamentul termic cu o durata de mentinere de 5 min a condus la pastrarea concentratiei
de polifenoli in proportie de ~87% la 80°C, ~82% la 85°C, ~79% la 90°C si ~75% la 95°C.
Tratamentul la 100°C timp de 5 min a condus la cresterea continutul de polifenoli totali cu
cca, 9%, indicand cresterea gradului de extractibilitate a compusilor polifenolici,

In cazul continutului total de polifenoli, s-a observat o degradare lenta in intervalul de
temperatura 75-80°C, urmata de o degradare accelerata la temperaturi de 85-95°C.

Dintre compusii studiatii, polifenolii au prezentat cea mai mica dependenta de temperatura,
energia de activare pentru degradarea termica a polifenolilor Th extractul de lavanda avand
valori de 94,65+8,19 kJ/mol.

Tn urma tratamentului termic, s-a remarcat o constanta a concentratiei de flavonoide totale,
fenomen explicat prin formarea compusilor monomerici rezultati din hidroliza legaturilor dintre
C-glicozide, deoarece in majoritatea plantelor flavonoidele exista sub forma de C-glicozid
dimer sau oligomer.

Rezultatele obtinute au permis selectarea conditiilor optime de extractie in vederea obtinerii
si utilizarii unor extracte valoroase din punct de vedere compozitional in experimentele
ulterioare.

Au fost obtinute variante de extracte cu activitate antioxidanta ridicata, care pot fi utilizate in
combatarea radicalilor liberi endogeni (enzime oxidative, lant respirator) sau exogeni (fumat,
toxine, poluarea aerului), radicali care pot deteriora acizii nucleici, contribuind astfel
dezvoltarea aterosclerozei, cataractei, cancerului, ischemiei, (vasoconstrictie, tromboza),
guta, imbatranire, dementa, diabet, fibroza pulmonara si bolile Alzheimer si Parkinson.

De asemenea, studiul are caracter inovativ si aplicativ deoarece nu au fost identificate studii
in literatura de specialitate care sa se axeze pe profilul clorofilic, carotenoidic, polifenolic si
al acizilor grasi, rezultatele obtinute contribuind la creionarea unui tablou complet al profilului
fitochimic al florilor de lavanda.
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CAPITOLUL 5.
DEZVOLTAREA UNOR INGREDIENTE CU FUNCTIONALITATE
RIDICATA PENTRU POTENTIALE UTILIZARI iIN PRODUSE
ALIMENTARE

5.1. Introducere

Microincapsularea permite crearea unei bariere fizice intre nucleu si materialele de
incapsulat, protejand astfel compusul biologic activ de conditile de mediu precum, lumina,
temperatura, umiditate, oxigen, dar si fata de interactiunile cu alte substante. Factorii cheie pentru
o microincapsulare eficientd sunt reprezentati de tipul de material incapsulant, precum si
caracteristicile compusilor de incapsulat, tehnicile de microincapsulare si parametrii de proces.

5.2. Obiectivele studiului

Scopul acestui studiu a fost selectarea unor matrici complexe de microincapsulare a
compusilor biologic activi extrasi din lavanda, din perspectiva dezvoltarii de compozite functionale
pentru industria alimentara, precum si caracterizarea pudrelor rezultate. Tehnica selectata pentru
incapsularea compusilor bioactivi din lavanda a fost coacervarea si liofilizarea.

5.3. Materiale si metode
Materialele utilizate Tn experimente au fost descrise la subcap. 4.3.1.
5.4. Reactivi utilizati
Metanol de puritate HPLC
Solutie de NaNO2 5 % (m/v)
Solutie de AICIz 10 % (m/v)
Solutie de NaOH 1M
Reactiv Folin-Ciocéalteu
Solutie Na.CO3 20 % (m/v)
Solutie HCI 1N
Solutie de acid formic 3 -5 %
Solutie de etanol 70 %
Reactiv DPPH (2,2-difenil-1picrilhidrazil)
Solutie TROLOX
Solutie acid galic
Solutie catechina
paratura utilizata
Incinta de termostatare cu apa Julabo 5, Germania
Balanta analitica de inalta precizie, XS 403 SM, METTLER TOLEDO, Elvetia
Ultracentrifuga cu racire, HETTICH Universal 320 R, Germania
pH — metru S 20 K, METTLER TOLEDO, Elvetia
Spectrofotometru UV- VIS Biochrom Libra S22, 2017
Shaker orbital cu control analogic al frecventei de agitare si termostatare, LAB
COMPANION COMECTA S A,
Concentrator sub vid AVC 2-18, CHRIST
Baie de ultrasonare
Cuptor cu microunde
Liofilizator MARTIN CHRIST ALPHA 1-4

5.5.
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5.6. Metode de extractie a compusilor biologic activi
5.6.1. Extractia compusilor hidrofobi

Pentru extractia compusilor hidrofobi, s-a aplicat tehnica de extractie combinata, utilizand
amestec de hexan:acetona in raport de 3:1 si ultrasonare timp de 15 minute pentru fiecare ciclu
de extractie, in conditii controlate de temperatura (40°C). Astfel, 20 g de flori de lavanda uscate
si macinate au fost amestecate cu 200 mL amestec de hexan:acetona in raport de 3:1 si supuse
extractiei prin ultrasonare. Dupa extractie, amestecul a fost centrifugat la 8500xg, la o
temperatura de 4°C, timp de 10 minute, apoi filtrat. Extractia a fost repetatd de 5 ori, iar
supernatantul colectat. Dupa cele 5 cicluri de extractie, supernatantul a fost concentrat pana la
sec cu ajutorul concentratorului sub vid AVC 2-18, CHRIST. Extractul a fost codificat E1.
5.6.2. Extractia compusilor hidrofili

Pentru extractia compusilor hidrofili, s-a aplicat tehnica de extractie combinata, utilizand
etanol 70% si ultrasonare timp de 15 minute pentru fiecare ciclu de extractie, in conditii controlate
de temperatura (40°C). Astfel, 20 g de flori de lavanda uscate si macinate au fost amestecate cu
200 mL amestec de solutie etanol 70% si supuse extractiei prin ultrasonare. Dupa extractie,
amestecul a fost centrifugat la 8500xg, la o temperatura de 4°C, timp de 10 minute, apoi filtrat.
Extractia a fost repetata de 5 ori, iar supernatantul colectat, Dupa cele 5 cicluri de extractie,
supernatantul a fost concentrat pana la sec cu ajutorul concentratorului sub vid AVC 2-18,
CHRIST. Extractul a fost codificat E2.
5.6.3. Extractia cu fluide supercritice

Protocolul de extractie cu fluide supercritice a fost descris la subcapitolul 4.4.4. extractele
utilizate au fost obtinute in conditiile prezentate in Tabelul 5.1.:

Tabel 5.1. Parametrii de extractie in sistem discontinuu (Nadalin si colab,, 2014)

Separator 1 Debit COo, Randament
Extractor C30 S1 Separator 2 S2 kg/h gravimetric,%
300 bar/60°C/1 h 150 bar/60°C 50 bar/25°C 20,27
1h 1h 467

Extractele obtinute au fost codificate E40 si E45.

5.6.4. Metode de caracterizare a extractelor

Determinarea continutului de clorofile. Extractele s-au diluat in n-hexan-acetona, raport 3:1,
dupa care s-a citit absorbanta la lungimile de unda 663 nm si 645 nm. Pentru calculul
concentratiei de clorofile s-au utilizat relatiile 1-3.

Determinarea continutului de carotenoide totale. Extractele s-au diluat in n-hexan-acetona,
raport 3:1, dupa care s-a citit absorbanta la lungimea de unda 470 nm. Pentru calculul
concentratiei de carotenoide totale s-a utilizat relatia 11:

Carotenoide totale= (1000xAs70 —2,13 Chl a — 97,63 Chl b)/209 (11)
Continutul de polifenoli totali s-a determinat cu ajutorul metodei colorimetrice Folin-Ciocalteu
(Gutfinger, 1981). Metoda de determinare a compusilor polifenolici totali a fost descrisa in
subcapitolul 5.2.

Continutul total de flavonoide a fost determinat utilizind metoda descrisa anterior de catre
Dewanto si colab,, (2002). Metoda de determinare a compusilor flavonoidici totali a fost descrisa
Tn subcapitolul 5.2.

Determinarea activitatii antioxidante utilizand metoda DPPH (2,2-difenil-1 picrilhidrazil).
Metoda de determinare a activitatii antioxidante a fost descrisa in subcapitolul 5.3.

5.6.5. Metode de caracterizare a pudrelor microincapsulate
Determinarea eficientei incapsularii
Pentru a evalua eficienta incapsularii compusilor biologic activi s-au determinat:
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= continutul total de clorofila totala, clorofila a, clorofila b, carotenoide, polifenoli si
flavonoide;

= continutul de clorofila totald, clorofild a, clorofild b, carotenoide, polifenoli si
flavonoide de suprafata al microparticulelor (Idham si colab,, 2010),

Eficienta incapsularii (% EE) se calculeaza cu ecuatiei 12:

%EE = (Total-Suprafata) %100 (12)

Total

Activitatea antimicrobiana
Testarea activitatii antimicrobiene, fata de microorganismele indicator (Aspergillus niger
MIUG M5, Penicillium expansum MIUG M11, Bacillus subtilis MIUG B1 si Salmonella agona
MIUG BP1) a fost realizata utilizand metoda descrisa de Cortes-Zavaleta si colab., (2014).
Raportul de inhibitie a cresterii a fost calculat utilizdnd urmatoarea formula (13):

Rl =2¥=Pe ¥ 100, % (13)
Dm

Structura si morfologia pudrelor microincapsulate

Scopul analizelor CLSM a fost de a evidentia dimensiunea si morfologia compusilor
biologic activi din extractul de lavanda incapsulati in diferite matrici. In aceasta etapa s-a utilizat
un sistem microscopic cu scanare laser confocal Zeiss LSM 710, iar imaginile 3D au fost captate
si analizate cu ajutorul software-ului ZEN 2012 SP1. Specificatiile tehnice ale echipamentului
sunt: diode laser (405 nm), laser Ar (458, 488, 514 nm), laser DPSS (pompa de diode pentru
solide (561 nm) si laser HeNe (633 nm), microscop cu inversie AxioObserver Z1, obiectiv
apocromatic 40x (cu deschiderea de 1,4) si filtre FS49, FS38 si FS15.

Microscopia de scanare electronica

Examinarea morfologica a pudrelor fine (V3 si V4) s-a realizat utilizand microscopia cu
scanare de electroni (FEI Quanta 200) utilizand un voltaj de 15 kV in vacuum scazut. Pudrele au
fost fixate pe un tub de aluminiu utilizdnd banda dublu adeziva din carbon. Pentru cresterea
conductivitatii, probele au fost acoperite cu un strat subtire de aur de 5 nm, cu ajutorul unui modul
SPI-Module Sputter Coater (SPI Supplies, USA), utilizadnd un curent de 18 mA. Imaginile SEM au
fost colectate la diferite magnitudini intre 500 si 100,000X.

Dimensiunea particulelor

Distributiile marimii particulelor au fost determinate suplimentar prin masurarea intensitatii
luminii imprastiate de fasciculul laser, la trecerea prin proba complet hidratata. Masuratorile
marimii particulelor au fost efectuate cu ajutorul analizorului PA-200G Wet Laser Particle Analyzer
(MRC, Holon, Israel).

Evaluarea citotoxicitatii compusilor microincapsulati
Citotoxicitatea pudrelor microincapsulate a fost evaluata prin teste in vitro pe o cultura de
fibroblaste provenita din linia stabilizata NCTC clona L929 prin metoda Rosu Neutru.

5.7. Analiza statistica

Pentru evaluarea citotoxicitatii, rezultatele reprezinta valori medii pentru 3 determinari
deviatia standard (SD). Analiza statistica a rezultatelor s-a realizat cu ajutorul testului Student t-
test pe perechi de probe. Diferentele au fost considerate statistic semnificative la p<0,05.
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5.8. REZULTATE $I DISCUTII
5.8.1. Variante experimentale de microincapsulare a compusilor biologic activi din flori de
lavanda

Au fost selectate 4 variante de incapsulare, doua pentru extractul hidrofob, una pentru
extractul hidrofil si una pentru extractul CO- supercritic.

Varianta de incapsulare 1

A presupus utilizarea unei combinatii de agar si carboximetilceluloza in raport de 2:1.
Schema tehnologica de obtinere a variantei de microincapsulare 1, prin coacervare complexa
si liofilizare este prezentata in Figura 5.1.

Carboximetilceluloza Agar agar (0,5%)
(1%) 100 mL 100 mL acetona
: o8 90 mL
Hidratare (4 ore la 40°) Omogenizare
: |
Emulsionare (30 min)
v
Récire la 25°C
v
Coacervare la pH 3.75
¥
Separare faze la 4°C » Faza hidrofila
v

Liofilizare

Varianta experimentala V1

Figura 5.1. Schema tehnologica de obtinere a variantei de microincapsulare 1, prin
coacervare complexa si liofilizare

Varianta de incapsulare 2

A presupus utilizarea unei combinatii de agar si guma acacia in raport de 2:1. Schema
tehnologica de obtinere a variantei de microincapsulare 2, prin coacervare complexa si
liofilizare este prezentata in Figura 5.2.

Gumd acacia (1%) Agar agar (0,5%) Extract hidrofob US hexan
100 mL 100 mL acetona

58 90 mL
Omogenizare

|
Emu|5|onare (30 min) " ‘
|

Hidratare (4 ore la 40°)

L 2

Coacervare la pH 3.75 ‘

Separare faze la 4°C }—>{ Faza hidrofila

Yy

|
|
’ Récire la 25°C
|
|
|

Liofilizare ‘

Varianta experimentala V2
Figura 5.2. Schema tehnologica de obtinere a variantei de microincapsulare 2, prin
coacervare complexa si liofilizare
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Varianta de incapsulare 3

A presupus utilizarea unei combinatii de izolat proteic din zer si carboximetilceluloza in
raport de 2:1. Schema tehnologica de obtinere a variantei de microincapsulare 3, prin
coacervare complexa si liofilizare este prezentata in Figura 5.3.

Extract CO, supercritic
>8 40 mL
’ Omogenizare

Izolat proteic din zer Carboximetilceluloza
(2%) 100 mL (1%) 100 mL

Hidratare (4 ore la 40°)

Emulsionare (30 min)

A 2

| |
| \L
| moenzc |
| |
| |
| |

Coacervare la pH 3.75

Separare faze la 4°C -{ Faza hidrofila

A 2

Liofilizare

Varianta experimentala V3

Figura 5.3. Schema tehnologica de obtinere a variantei de microincapsulare 3, prin
coacervare complexa si liofilizare

Varianta de incapsulare 4

A presupus utilizarea unei combinatii de izolat proteic din zer si guma acacia in raport de
2:1. Schema tehnologica de obtinere a variantei de microincapsulare 4, prin coacervare
complexa si liofilizare este prezentata in Figura 5.4.

Izolat proteic din zer Guma acacia (1%)

0,
2%) 100 mL 100 mL Extract US 70% etanol

—58 90 mL
Omogenizare

|
Emu|5|onare (30 min) " ‘
|

Hidratare (4 ore la 40°)

v

Coacervare Ia pH 3.75 ‘

Separare faze la 4°C H Faza hidrofila

Yy

|
|
’ Racire la 25°C
|
|
|

Liofilizare ‘

Varianta experimentala V4

Figura 5.4. Schema tehnologica de obtinere a variantei de microincapsulare 4, prin
coacervare complexa si liofilizare

5.8.2. Analiza comparativa a profilului fitochimic global a variantelor experimentale
microincapsulate

In studiul nostru, au fost testate patru variante de incapsulare. Eficienta microincapsulérii
a fost evaluata pentru fiecare compus testat, valorile obtinute fiind prezentate in Tabelul 5.2.
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Tabel 5.2. Eficienta incapsularii variantelor microincapsulate

Compusi fitochimici Vi1 V2 V3 V4

Clorofile totale 41,97+1,70 49,02+1,33 95,22+1,85 94,65+1,44
Clorofila a 38,87+1,43 44,79+0,57 96,62+2,87 98,01+1,56
Clorofila b 43,90+3,56 51,79+2,55 90,61+1,20 90,61+1,36
Carotenoide totale 49,32+3,16 50,14+2,97 94,79+1,29 97,04+1,20
Polifenoli totali 61,79+1,98 61,92+1,54 93,88+2,01 93,93+2,01
Flavonoide totale 73,36%2,87 69,82+1,47 90,22+1,20 90,72+2,47

Din tabelul 5.2. se poate observa ca utilizarea proteinelor in procesul de microincapsulare
a condus la o crestere a eficientei incapsularii (ET) pentru fiecare compus fitochimic. De exemplu,
pentru clorofila a, El a fost de 38,87+1,43% in varianta 1, si 98,01+1,56% in varianta 4. Variantele
3 si 4 au prezentat cele mai mari valori ale El pentru toti compusii analizati, ceea ce sugereaza
ca proteinele din zer sunt materiale incapsulante foarte eficiente (Figura 5.5.).

I I
I I | I ‘ | ‘ |
Vi V2 V3 \Z

Variante experimentale
H Clorofilele totale M Carotenoide totale
Polifenoli totali H Flavonoide totale

100

[e]
o

D
o

N
o

o

Eficienta microincapsularii
(%)
N
o

Figura 5.5. Eficienta de microincapsulare a compusilor bioactivi in cele 4 variante
experimentale

In tabelul 5.3. este prezentat profilul fitochimic al variantelor de pudre microincapsulate
obtinute.

Tabel 5.3. Profilul fitochimic al variantelor experimentale de pudre microincapsulate

Compusi fitochimici Vi V2 V3 V4
Clorofile totale, mg/g SU 1,54+0,11 0,88+0,03 0,43+0,05 0,27+0,04
Clorofila a, mg/g SU 0,61+0,01 0,68+0,02 0,17+0,07 0,10+0,06
Clorofila b, mg/g SU 0,93+0,10 1,05+0,10 0,27+0,02 0,16+0,03
Carotenoide totale, mg/g SU 338,70+4,60 339,30+2,39 95,00+1,29 58,82+1,20
Polifenoli totali, mg AG/g SU 5,17+0,42 5,47+1,54 9,71+2,01 10,78+0,10
Flavonoide totale, mg EC/g SU 4,25+0,87 3,98+0,47 6,61+1,20 6,92+0,92
Activitatea antioxidanta, mMol/g SU 2,85+0,12 3,44+0,32 4,77+0,26 4,80+0,15

Se poate observa un profil fitochimic diferit pentru variantele de pudre, cu un continut mai
mare de clorofile si carotenoide in variantele 1 si 2 (continut de carotenoide totale de
338,70+£24,60 mg/g SU in V1 si 339,30+2,39 mg/g SU in V2). Compusii polifenolici si flavonoidele
s-au regasit in concentratie mai mare in variantele 3 si 4, ceea ce a condus la o activitate
antioxidantd mai mare.

5.8.3. Activitatea antimicrobiana a pudrelor

in Tabelul 5.4. este prezentata activitatea antimicrobiana a variantelor microincapsulate.
Cea mai mare activitate antimicrobiana si anume de 100% a fost identificata in cazul variantelor
1 si 2 impotriva Penicillium expansum MIUG M11 si Bacillus subtilis MIUG B1 (Figurile 5.6-5.9).
Din Tabelul 5.4. se poate observa ca cea mai rezistenta tulpina fungica s-a dovedit a fi Aspergillus
niger MIUG M5 pentru toate cele patru variante, prezentand activitate antifungica fara sau mai
mica (0 pana la 6,52%).
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Tabel 5.4. Activitatea antifungica a variantelor experimentale de pudre microincapsulate

Microorganism indicator Raport de inhibitie, %
V1 V2 V3 V4
Aspergillus niger MIUG M5 0+0,0 4,68+0,3 6,52+0,4 4,34+0,4
Penicillium expansum MIUG M11 100+0,0 100+0,0 29,03+0,5 58,83+0,5
Bacillus subtilis MIUG B1 100+0,0 50,0+0,5 18,51+0,8

Activitatea antimicrobiand mai mare in cazul variantelor 1 si 2 poate fi asociata cu
continutul mai ridicat de carotenoide si, probabil, cu cel al acizilor grasi liberi.

Cu toate acestea, rezultatele noastre au aratat un efect antibacterian notabil in principal
datorita prezentei carotenoidelor si clorofilelor.

5.8.4. Analiza morfologica si structurala a variantelor microincapsulate prin microscopia
confocala cu laser

Tn probele native obtinute prin microincapsulare (Figura 5.10.), s-au observat solzi subtiri
cu forme iregulate si asimetrice, emisia acestora fiind pe toata gama spectrala datorita compozitiei
lor complexe. Cu toate acestea, variantele 1 si 2 par sa aiba o distributie mai uniforma a
compusilor biologic activi in interiorul matricelor biopolimerice microincapsulate.

S-au observat formatiuni mari (244,57 — 306,93 pm precum cele din Figura 5.10. c) cu
forma neregulata si structura poroasa (precum microcavitati sau fisuri cu diametrul de 6-8 um din
Figura 5.10. b).

Figura 5.10. Imagini ale pudrelor native microincapsulate obtinute cu ajutorul microscopiei
confocale: V1 (a), V2 (b), V4 (c), V3 (d)

Figura 5.11. Imagini obtinute cu ajutorul microscopiei confocale, ale pudrelor microincapsulate
carora li s-au aplicat coloranti: V1(a), V2 (b), V4 (c), V3 (d)

in probele de pudre microincapsulate la care s-au aplicat colorantii s-au putut observa
prezenta compusilor lipofili. Acestia au forma sferica cu diametre cuprinse intre 10-30 microni
(Figura 5.11.), In proba V3, sferele au valorile cele mai mici, majoritatea avand diametrul mai mic
de 10 um (Figura 5.11. d). in celelalte probe, 20% din sfere au diametrele mai mari de 60 um
(Figura 5.11. a, b, c), Mai mult decét atat, printre sferele gigant se pot observa microvezicule
(sagetile din Figura 5.11. a), prezenta acestora putand sugera o posibilda dubla incapsulare.
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5.8.5. Analiza morfologica si structurala a variantelor microincapsulate prin microscopia
de scanare cu electroni (SEM)

Microscopia de scanare electronica s-a realizat pentru variantele V3 si V4 la diferite grade
de magnitudine. Tn Figura 5.12. sunt prezentate imagini SEM ale celor doud variante la
magnitudine diferite, variind intre x100 si x25000.

V3

Figura 5.12. Imagini SEM ale variantelor microincapsulate V3 (a) si V4 (b) la magnitudine
X100
In Figura 5.12. se poate observa cad ambele variante au structuri spongioase, cu forme
sferice sau ovale, cu dimensiuni cuprinse intre 582 nm si 7,51 ym 1n V3 si mai mici in varianta 4,
cuprinse intre 380 nm si 2,86 pm.
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5.8.6. Dimensionarea particulelor

Analizdnd rezultatele prezentate in Tabelul 5.5., se poate observa ca pentru toate
pulberile microincapsulate, dimensiunea particulelor mai grosiere este mai mare in comparatie
cu particulele fine. Valorile D[3,2] scad ih urmatoarea ordine: varianta 4>varianta 2>varianta
3>varianta 1.

Tabel 5.5. Caracterizarea dimensiunii particulelor in variantele experimentale

Varianta 1 Varianta 2 Varianta 3 Varianta 4
D [3,2], um 4,494 4,701 4,620 4,738
D [4,3], um 4,684 5,048 4,909 5,108
D10, um 3,613 3,648 3,635 3,654
D50, um 4,497 4,608 4,563 4,629
D90, um 5,698 7,612 6,665 7,860

Aceeasi tendintd a fost observatd pentru marimea particulelor grosiere prezente in
pulberile microincapsulate, valorile D[4,3] variind de la 4,684 um inregistrate pentru varianta 1 si
5,108 um pentru varianta 4. Cea mai mare variatie a marimii particulelor a fost inregistrata in
cazul variantei 4, cand 80% din volumul esantionului a avut diametre de particule cuprinse intre
3,654 si 7,860 um. Pe de alta parte, cea mai uniforma pulbere microincapsulata din punct de
vedere al marimii particulelor a fost varianta 1, cu cea mai ingusta variatie a dimensiunilor D10-
D90 de la 3,613 la 5,698 um.

5.8.7. Analiza citotoxicologica a variantelor microincapsulate

Viabilitatea celulelor fibroblaste L929 cultivate in prezenta diferitelor concentratii din
variantele experimentale a fost determinata, initial, prin testul cu Rosu Neutru. Rezultatele
obtinute dupa 24 de ore si 48 de ore de cultivare sunt prezentate in Figura 5.13.
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Figura 5.13. Viabilitatea celulara pe fibroblaste L929 cultivate in presenta pulberilor
microincapsulate a extractelor de lavanda
(Varianta 1 albastru, varianta 2 rosu, varianta 3 verde si varianta 4 mov) dupa 24 ore (A) si 48
ore (B), prin metoda Rosu Netru, Rezultatele au fost exprimate ca procent relativ fatd de proba control
netratata, consideratd 100% viabila, Valorile indicate reprezinta valori medii + SD (n = 3), *p<0,05
comparativ cu proba control

Se poate observa ca variantele 1 si 2 au avut un comportament asemanator, dupa 24 de
ore de cultivare, variantele 1 si 2 au fost citocompatibile in intervalul de concentratie 10-500
pg/mL, iar valorile pentru viabilitatea celulara au variat intre 80-98%. Valorile pentru viabilitatea
celulara au fost semnificativ mai mari decét cele pentru control (p<0,05), variind intre 108-120%.
Acest comportament poate fi corelat cu eliberarea compusilor biologic active din matricile de
Tncapsulare.
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Varianta microincapsulata 3 a fost citocompatibila in intervalul de concentratie 10-750
pug/mL dupa 24 ore de cultivare (83-99% viabilitate celulara) si 10-250 pg/mL dupa 48 ore de
cultivare (90-101% viabilitate celulard). La concentratii mai mari, viabilitatea celulard a scazut
pana la 42% dupa 48 de ore de cultivare.

Dupa 24 de ore de cultivare, varianta 4 a fost citocompatibila in tot intervalul de
concentratie testat de 10-1000 pg/mL, dar dupa 48 de ore de cultivare, intervalul de
citocompatibilitate se diminueaza la 10-500 pg/mL.

Morfologia celulelor a fost analizata dupa 48 de ore de cultivare (Figura 5.14.). Se poate
observa ca celulele tratate cu variantele incapsulate in concentratii de 250-1000 pg/mL si-au
mentinut fenotipul fusiform normal, caracteristic celulelor fribroblaste, similar celulelor netratate.

a) - --
b)--

d) <
Figura 5.14. Imagini de microscopie optica ale culturii de celule fibroblaste L929 cultivate in
prezenta variantelor 1-4 (a-d), in concentratii de 250 pug/ml (stanga) si, respectiv, 1000 pg/ml
(dreapta), timp de 48 h, in conditii standard (37 °C, atmosfera cu 5% CO), Coloratie Giemsa.

5.9. Concluzii partiale

Lavanda este o sursa bogata de compusi volatili valorosi, carotenoide, clorofile, polifenoli,
flavonoide, compusi volatili cu activitati biologice semnificative, cu aplicabilitate diferita. Scopul
principal al studiului de fata a fost acela de a testa posibilitatea de utilizare a unor materiale de
incapsulare a compusilor biologic activi tinta din extractele de lavanda, din perspectiva dezvoltarii
unor compozite cu aplicabilitate diferitd, care sa indeplineasca cu succes conditiile necesare
pentru utilizarea ca ingrediente cu functionalitate ridicata.
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Rezultatele obtinute in prezentul studiu au permis formularea urmatoarelor concluzii
partiale:

1. Intr-o prima etapa, etapele de extractie au fost repetate, cu exceptia extractiei cu fluide
supercritice, cu o succesiune de 5 etape de extractie, urmata de colectarea supernantelor,
centrifugare si concentrare sub vid;

2. Cele doua extractii asistate de ultrasunete au variat ca solvent utilizat, in prima varianta
utilizandu-se amestec de n-hexan-acetona, raport de 3:1, iar in cel de al doilea etanol 70%, pentru
a controla profilul predominant (hidrofob sau hidrofil) al extractelor;

3. Pentru microincapsulare au fost utilizare ca tehnici coacervarea complexa si liofilizarea,
utilizand ca materiale de incapsulare polizaharide (carboximetilceluloza, agar agar si guma de
acacia) si izolat proteic din zer;

4. In prima variantd de incapsulare, care a utilizat extractul hidrofob obtinut prin
extractia cu solventi si ultrasonare in combinatii de agar si carboximetilceluloza in raport de 2:1,
au fost obtinute valori ridicate ale eficientei de incapsulare pentru continutul total de flavonoide,
de circa 74% si circa 62% pentru polifenoli;

5. Aceasta varianta a prezentat o concentratie ridicata de carotenoide totale de
338,70+24,60 mg/g SU, cu o concentratie de polifenoli de 5,17+0,42 mg AG/g SU si respectiv
flavonoide de 4,25+0,87 mg EC/g SU, ceea ce a condus la o activitate antioxidanta de 2,85+0,12
mMol/g SU, cu o activitate antifungica de inhibare de 100% impotriva Penicillium expansum
MIUG M11;

6. Cea de a doua varianta experimentala, care a utilizat combinatii de agar si guma
acacia in raport de 2:1 si extract hidrofob, fiind obtinute valori mai mari pentru eficienta
incapsularii clorofilelor si carotenoidelor comparativ cu varianta exprimentala 1, dar mai mici
pentru polifenoli si flavonoide;

7. Varianta exprimentala 2 a avut un continut mai mare de clorofile totale, fara diferente
semnificative in profilul celorlalti parametric biologic activi, dar a prezentat o activitate
antioxidantd mai mare, de 3,44+0,32 mMol/g SU si activitate atat antifungica (Penicillium
expansum MIUG M11) cét si antibacteriana (Bacillus subtilis MIUG B1);

8. Variantele experimentale 3 si 4 au prezentat cele mai mari valori ale eficientei de
microincapsulare pentru toti compusii analizati, ceea ce sugereaza ca proteinele din zer sunt
materiale Incapsulante foarte eficiente;

9. Astfel, varianta 3 a prezentat o eficienta a microincapsularii clorofilei a de 98% si de
aproape 91% a clorofilei b, in timp ce varianta 4 a prezentat valori similar, de 97% si respectiv
91%;

10. Profilul fitochimic al celor doua variante este diferit, cu un continut de circa 2 ori mai
mic de clorofile totale in varianta 4, care insa a prezentat un continut relativ mai mare de
polifenoli;

11. Variantele 3 si 4 au prezentat activitate amtimicrobiana diferita, cu rapoarte de inhibitie
mai mare de 50% pentru Penicillium expansum MIUG in varianta 4 si Bacillus subtilis MIUG B1
in varianta 3;

12. Valorile superioare ale activitatilor antimicrobiene inregistrate pentru variantele 1 si 2
pot fi un rezultat sinergic al continutului de acizi grasi si carotenoide, efectul antimicrobian
semnificativ fiind atribuit prezentei dominante a carotenoidelor, pe langa complexitatea
compozitiei Tn acizi grasi si a caracteristicilor microorganismelor;

13. Analiza structurala a evidentiat o distributie mai uniforma a compusilor biologic activi
in interiorul matricelor biopolimerice microincapsulate pentru variantele 1 si 2, microscopia
confocala permitand evidentierea unor formatiuni mari (244,57 — 306,93 ym) cu forma neregulata
si structura poroasa (precum microcavitati sau fisuri cu diametrul de 6-8 um);
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14. 1n varianta 3 au fost evidentiate sfere cu diametrul mai mic de 10 ym, in timp ce in
celelalte probe, 20% din sfere au diametrele mai mari de 60 ym, care contin microvezicule,
prezenta acestora putand sugera o posibila dubla ihcapsulare;

15. Pentru toate pulberile microencapsulate, dimensiunea particulelor mai grosiere a fost
mai mare in comparatie cu particulele fine;

16. Studiile de citocompatibilitate au aratat ca variantele 1 si 2 au avut un comportament
asemanator, dupa 24 de ore de cultivare, fiind citocompatibile in intervalul de concentratie 10-
500 ug/mL, iar valorile pentru viabilitatea celulara au variat intre 80-98%;

17. Dupa 48 de ore de cultivare, variantele 1 si 2 au stimulat proliferarea celulara in
intervalul de concentratie 10-100 pg/mL si respectiv 10-50 pyg/mL, cu o crestere a viabilitatii
celulare intre 108-120%, fenomen asociat cu eliberarea compusilor biologic activi din matricile
de incapsulare;

18. Varianta microincapsulata 3 a fost citocompatibila in intervalul de concentratie 10-750
pug/mL dupa 24 ore de cultivare (83-99% viabilitate celulara) si 10-250 ug/mL dupa 48 ore de
cultivare (90-101% viabilitate celulara);

19. Varianta 4 a fost citocompatibila in tot intervalul de concentratie testat de 10-1000
pa/mL, dar dupa 48 de ore de cultivare, intervalul de citocompatibilitate s-a diminuat la 10-500
pg/mL, cu o stimulare a proliferarii celulelor la concentratii cuprinse intre 100-500 pg/mL;

20. Stimularea proliferarii celulelor este o consecinta a eliberarii a compusilor biologic
activi din microcapsule, care au exercitat un efect stimulativ asupra metabolismului celular.

21.1Tn concluzie, rezultatele obtinute In prezentul studiu oferd noi perspective de
dezvoltare a unor compozite complexe, cu functionalitate demonstrata prin activitatea
antioxidanta si antimicrobiana selectiva, citocompatibile, pentru noi formulari in produse
alimentare.
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CAPITOLUL 6.
CERCETARE APLICATIVA PRIN DEZVOLTAREA DE VARIANTE
TEHNOLOGICE DE OBTINERE A UNOR PRODUSE ALIMENTARE CU
VALOARE ADAUGATA

6.1. Introducere

Dezvoltarea conceptului de alimente functionale sau alimente pentru sanatate in
randul producatorilor, care sunt produse alimentare care au un beneficiu pozitiv, demonstrat
pentru sanatate, introduce conceptul de ingrediente functionale, care pot fi percepute ca
elemente componente ale produselor alimentare cu rol de a imbunatati bunastarea pe termen
scurt, insa multe efecte pentru sanatate se refera la atenuarea pe termen lung a anumitor boli.
6.2. Obiectivele studiului

Scopul acestui studiu a fost elaborarea unor tehnologii pentru brevetarea unor produse
cu valoare adaugata, care exploateaza potentialul functional al lavandei si al extractelor de
lavanda microincapsulate, respectiv o tehnologie pentru obtinerea unui produs - inghetata cu
adaos de pudre microincapsulate de extracte de flori de lavanda in izolat proteic din zer,
Obiectivele principale ale studiului au fost:

] Selectarea unor matrici alimentare in vederea dezvoltarii unor alimente cu
valoare adaugata, in special in ceea ce priveste activitatea antioxidanta;
] Analiza comparativa a caracteristicilor de textura ale produselor si analiza

caracteristicilor senzoriale.
6.3. Materiale si metode
6.3.1. Caracterizarea activitatii antioxidante a produselor

Toate variantele de produse au fost analizate pentru activitate antioxidanta, ceea ce a
presupun o etapa preliminara de extractie a acestora din matricea alimentara.
6.3.2. Analiza reologica a mixurilor de inghetata

Masurarea comportamentului reologic al probelor de inghetata realizate la nivel de
laborator s-a realizat cel putin in duplicat cu ajutorul reometrului cu tensiune controlata (AR 2000,
TA Instruments, New Castle, DE, Figura 6.1.). Pentru analiza rezultatelor obtinute s-a utilizat
software-ul specific Rheology Advantage Data Analysis Program (TA, New Castle, DE).
Temperatura a fost monitorizata si menfinuta constanta pe parcursul masuratorilor prin
intermediul unui sistem de control al temperaturii de tip Peltier, Toate masuratorile reologice au
fost facute utilizand un gap de 2000 pum.

Figura 6.1. Reometrul AR 2000 (TA Instruments, New Castle, DE)
Caracteristicile reologice ale probelor de inghetata au fost apreciate prin monitorizarea
urmatorilor parametri reologici: modulul de depozitare (G’), modulul de relaxare (G”), unghiul de
deformare (d), tensiunea de forfecare si viscozitatea aparentd, In acest sens au fost efectuate
doua tipuri de teste: de forfecare (rotationale) si oscilatorii.
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6.3.3. Analiza senzoriala

Un panel format din 14 degustatori de varste diferite au participat la analiza senzoriala a
variantelor experimentale de inghetata, folosind metoda scarii de punctaj de la 1-7. Degustatorii
au evaluat urmatoarele atribute: culoare, separare de faze, atribute de aroma si gust, cum ar fi
gradul de dulce, amar, aroma, gradul de réncezire, atribute texturale evaluate in momentul
introducerii lingurii in cutia de inghetatd, cum ar fi: duritate, rugozitate, sfaramiciozitate,
gumozitate, aerare, atribute texturale evaluate in timpul consumului, cum ar fi: inghetat, duritate
(mouthfeel), rugozitate, apoasa, cremozitate, onctuozitate si impresia generala (clasificarea
probelor in ordinea preferintei, 1 proba cea mai putin apreciata - 7 proba cea mai apreciata).

6.4. REZULTATE $I DISCUTII

6.4.1. Variante tehnologice de obtinere a unor produse alimentare cu valoare adaugata
inghetata s-a realizat dupéa o reteta clasica, in care variantele 1 si 2 au fost addugate in

lapte ca ingredient. S-au realizat 6 variante de produs (variind cantitatea de pudra de lavanda

microincapsulata de 1%, 1,5% si 2%).

S-a testat valoarea adaugata in termeni de activitate antioxidanta, proprietati reologice si
analiza senzoriala.

Variantele microincapsulate 3 si 4 au fost adaugate intr-o reteta clasica de pricomigdale,
cu adaos din variantele experimentale in proportie de 1% fatd de masa totalda de amestec
obtinuta.

6.4.2. Evaluarea valorii adaugate ca activitate antioxidanta

Activitatea antioxidanta a variantelor experimentale de inghetata este prezentata in

Figura 6.2.
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Figura 6.2. Activitatea antioxidanta a variantelor de inghetata cu adaos de pudra
microincapsulata

Se poate observa ca activitatea antioxidanta a fost mai mare de aproximativ 1,6 ori mai
mare in varianta experimentala de inghetatd care a utilizat un procent de 1% din varianta
microincapsulata 1 si 2,5 ori mai mare in varianta cu 2%. n cazul variantelor experimentale care
au utilizat varianta microincapsulata 2, s-a obtinut o crestere a activitatii antioxidante de 1,6 ori la
un adaos de 1% si 1,9 ori la un adaos de 2%.

6.4.3. Testarea pudrelor microincapsulate in alte matrici alimentare

Variantele experimentale de pricomigdale au prezentat valori net superioare ale activitatii
antioxidante, 9,40+0,49 mMol Trolox/g SU in martor, 9,73+0,04 mMol Trolox/g SU pentru varianta
care a utilizat pudra microincapsulata V3 si 11,28+1,08 mMol Trolox/g SU pentru varianta care a
utilizat V4 (Figura 6.3.).
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Figura 6.3. Activitatea antioxidanta a variantelor de pricomigdale cu adaos de pudra
microincapsulata
Spre deosebire de inghetatd, in acest caz cresterea in valoarea antioxidanta a fost doar
de 3,5% in cazul primei variante si de 20% in varianta 2.

6.4.4. Analiza reologica a produselor alimentare cu valoare adaugata

Analizand rezultatele prezentate in Tabelul 6.1. se poate observa faptul ca valorile G’ au
variat semnificativ in functie de tipul probei supusa analizei. Se remarca probele cu adaos de 1
si 2% din varianta 1, care au prezentat valori ale modulului G’ de aproximativ 25 ori mai mari fata
de proba control la frecventa de 1 Hz.

Punctul de intersectare a curbelor G’ si G” pentru probele analizate a variat in functie de
tipul ingredientului utilizat pentru suplimentare (Tabelul 6.1.).

Tabel 6.1. Parametrii reologici inregistrati pentru probele de inghetata la temperatura de 4°C

Parametri reologici [ Control [ 121 | 122 [ 111 | 112

Scanarea frecventei

G’ la frecventa de 1Hz, Pa 2,42 43,66 13,78 60,77 59,29
Relatia dintre G’ si G” la frecventa redusa G>G” G>G” G'<G” G>G” G>G”
Erzecventa de inversare a modulilor G’ si G”, 2,51 10 ) 15,85 3981
Test de forfecare

Viscozitatea aparenta la 50 s, Pa:s, 0,051 0,282 0,098 0,368 0,103
T, % 0 20,92 1,02 19,84 2,91

I.1.1 — varianta experimentala de inghetata cu adaos de 1% din varianta incapsulata 1, I. 1.2. - varianta experimentala de inghetata
cu adaos de 2% din varianta incapsulata 1, I. 2.1. - varianta experimentala de inghetata cu adaos de 1% din variant incapsulata 2,
1.2.2. - varianta experimentala de inghetata cu adaos de 2% din variant incapsulata 2,

Tensiunea de forfecare a crescut, iar vascozitatea aparenta a scazut odata cu cresterea
vitezei de forfecare in intervalul 0,1 — 100 s (Figura 6.4.).
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Figura 6.4. Evolutia tensiunii de forfecare si a viscozitatii aparente in functie de viteza de
forfecare (AA1-12.1. AA2-122.CA1-11.1.CA2-1.1.2)
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Independent de valoarea vitezei de forfecare, s-a remarcat cresterea tensiunii de forfecare
si implicit a vascozitatii aparente odata cu adaugarea ingredientului functional pe baza de
compusi biologic active din lavanda.

6.4.5. Analiza senzoriala a produselor alimentare cu valoare adaugata
in Tabelul 6.2. sunt prezentate scorurile medii obtinute la analiza senzoriala a inghetatei
cu adaos de diferite variante experimentale de pudra microincapsulata si pentru martor.

Tabel 6.2. Valorile medii obtinute la analiza senzorialéa a probelor de inghetatd cu adaos de
pudre microincapsulate

: : Proba
Atribut senzorial
M 1.1.1. 1.1.2. 1.2.1. 1.2.2.
Culoarea 5,280,722  4,14+0,86%  5,35+1,152 1,85+1,65 5,28+1,202
Separarea de faze Nu Nu Nu Nu Nu

Dulce 557+0,75% 5,71+1,068  5,28+1,262 5,35+1,392 5,35+1,152
Amar 1,14+0,362 1,28+1,612 1,35+1,082 1,28+0,722 1,50+1,162
Aroma 1,21+1,182 1,21+0,572b 4,35+2,20¢ 3,50+1,744 5,42+1,454
Rancezire 1,14+0,362 1,14+0,532 1,14+0,362 1,14+0,362 1,07+0,262
Duritate 5,00+1,24% 4,14+1,792 4,50+1,342 4,00+1,462 4,35+1,692
Rugozitate 4,14+1,702 2,85+1,918> 4,71+1,432 2,78+1,47° 3,67+1,78°
Sfaramiciozitate 3,711,592  2,71+1,632 3,35+1,822 2,85+1,792 3,35+1,862
Gumozitate 1,851,162 2,42+1,74%  2,78+1,882 2,28+1,682 5,57+1,822
Aerare 3,571,742 4,00+£1,882°  3,28+1,43%  5,00+0,962° 4,21+1,422
Inghetat 5,074£1,592 5,79+1,052  5,14+1,512 4,78+1,842 4,71+1,812
Duritate (mouthfeel) 3,92+1,852  3,78+1,042 3,92+1,592 4,072,122 3,57+1,912
Rugozitate (mouthfeel) 4,14+1,832 4,28+1,632  3,07+1,972 3,57+1,552 3,78+1,922
Apoasa 3,21+1,572  3,28+1,772 2,78+1,522 3,07+1,592 3,14+1,402
Cremozitate 3,35+1,782 4,85+0,942  4,28+1,542 4,78+1,362 4,28+1,542
Onctuozitate 4,42+1,342  3,92+1,632 4,64+1,272 4,57+1,152 4,424,472
Impresie generala 4,351,212 5,50+1,092 5,280,612 5,71+0,722b 5,50+1,02P

*Mediile care pe acelasi rand nu contin aceeasi litera sunt semnificativ diferite din punct de vedere statistic,

Degustatorii nu au semnalat diferente semnificative pentru culoare (p>0,001) intre

variantele experimentale. Diferente semnificative au fost semnalate de degustatori in privinta
aromei, unde variantele cu adaos de extracte incapsulate de lavanda au prezentat o aroma mai
pronuntatd, in special pentru probele cu adaos de 2%. Per ansamblu, proba cea mai apreciata
din punct de vedere senzorial (p<0,001) a fost inghetata cu adaos de 1% din varianta
experimentala 2, la polul opus situandu-se proba martor.

6.4.6. Dezvoltarea unei tehnologii de obtinere a inghetatei pe baza de lapte cu adaos de
pudra microincapsulata cu extract din flori de lavanda

In cadrul acestui subcapitol, se propune o schema tehnologicd adaptata de obtinere a
inghetatei pe baza de lapte cu adaos de pudra microincapsulata cu extract de flori de lavanda,
in proportie variabild, dar nu mai mult de 2%, raportat la mixul de inghetata. Inghetata pe baza
de poate prezenta un continut de grasime variabil, cuprins intre 2 si 5%.

Schema tehnologica adaptata de obtinere a inghetatei pe baza de lapte cu adaos de
pudra microincapsulaté cu extract de flori de lavanda, in proportie variabild este prezentata in
Figura 6.5.
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Figura 6.5. Schema tehnologica adaptata de obtinere a inghetatei pe baza de lapte cu adaos
de pudra microincapsulata cu extract de flori de lavanda

6.5. Concluzii partiale

In aceast capitol, s-a testat posibilitatea de valorificare a variantelor experimentale
obtinute prin microincapsularea extractelor din flori de lavanda, cu scopul principal de a contribui
la dezvoltarea unor tehnologii inovative de obtinere a unor produse alimentare cu functionalitate
ridicata.

Rezultatele obtinute i acest capitol au permis formularea urmatoarelor concluzii partiale:

1. Tindnd cont de proprietatile specifice ale celor 4 variante experimentale de pudre
microincapsulate, respectiv culoare, aroma si continut de compusi biologic activi, prima etapa a
constat in selectarea unor matrici alimentare optime, care sa permita evidentierea proprietatilor
specifice de aroma ale compusilor volatili precum si eliberarea acestora in timpul consumului, cu
scopul dezvoltarii unor alimente cu functionalitate ridicata, in special in ceea ce priveste
activitatea antioxidanta.

2. Astfel, au fost selectate doua matrici: inghetata, deoarece senzatie de rece accentueaza
nuanta de aroma specifica lavandei si pricomigdale. Pentru ambele produse au fost selectate
tehnologii simple, usor de aplicat, in care variantele exprimentale 1 si 2 au fost adaugate in
proportie de 1 si 2% in inghetata si variantele 3 si 4 in proportie de 1% Tn mixul de pricomigdale.

3. In probele de inghetata, functionalitatea ridicata a fost demonstrat& printr-o valoare de
1,6 ori mai mare in varianta experimentala de inghetata care a utilizat un procent de 1% din
varianta microincapsulata 1 si 2,5 ori mai mare in varianta cu 2%.

4.  1n cazul variantelor experimentale care au utilizat varianta microincapsulata 2, s-a obtinut
o crestere a activitatii antioxidante de 1,6 ori la un adaos de 1% si 1,9 ori la un adaos de 2%.

5. Pricomigdalele au prezentat valori net superioare ale activitatii antioxidante, 9,40+0,49
mMol Trolox/g SU 1n martor, 9,73+0,04 mMol Trolox/g SU pentru varianta care a utilizat pudra
microincapsulata V3 si 11,28+1,08 mMol Trolox/g SU pentru varianta care a utilizat V4, cu o
crestere in valoarea antioxidanta a fost doar de 3,5% in cazul primei variante si de 20% in varianta
2.
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6. Mixurile de inghetata au fost testate pentru proprietatile reologice, cu evidentierea
faptului ca probele cu adaos de 1 si 2% din varianta 1 au prezentat valori ale modulului G’ de
aproximativ 25 ori mai mari fata de proba control la frecventa de 1 Hz.

7. Independent de proba analizata, valorile G’ au fost superioare lui G”, sugerand faptul ca,
la temperatura de 4°C, toate probele de inghetata pastreaza din structura specifica, prezentand
comportament specific solidelor la valori mici ale frecventei.

8. De asemenea, pentru toate probele analizate, independent de valoarea vitezei de
forfecare, s-a remarcat cresterea tensiunii de forfecare si implicit a vascozitatii aparente odata cu
adaugarea ingredientului functional pe baza de compusi biologic active din lavanda.

9. Analiza senzoriala a diferentiat semnificativ probele de inghetata in ceea ce priveste
aroma,in special pentru probele cu adaos de 2%.

10. Per ansamblu, proba cea mai apreciata din punct de vedere senzorial a fost inghetata
cu adaos de 1% din varianta experimentala de pudra microincapsulata 2.

11. A fost dezvoltatéd o schema tehnologica adaptata de obtinere a inghetatei pe baza de
lapte cu adaos de pudra microincapsulata cu extract de flori de lavanda.
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CAPITOLUL 7. CONCLUZII FINALE

Tn contextul socio-economic actual, se manifesta un interes din ce in ce mai mare, atat
din partea mediului stiintific, economic si industrial, dar si din partea consumatorilor, orientat catre
legatura dintre aliment si sanatate, cu impact semnificativ asupra cererii de produse alimentare
functionale, pentru care s-a demonstrat potentialul de a preveni aparitia unor efecte nedorite.

Numeroase studii din literatura de specialitate au evidentiat, in vitro si in vivo rolul pozitiv
al unor metaboliti secundari din fructe, legume si diferite plante, cu impact asupra reducerii ratei
deceselor din cauza bolilor cardiovasculare, a cancerelor comune etc, efectele pozitive se
datoreaza prezentei unei game variate de compusi, in combinatii eficiente.

Astfel, interesul pentru compusi ca polifenoli, carotenoide, steroli, flavonoide, antociani,
fibre, peptide, acizi grasi polinesaturati, compusi volatili etc se datoreaza in principal efectelor
biologice multiple, care includ activitite antioxidante, antiinflamatoare, anti-mutagene si
anticancerigene, pentru a enumera doar cateva.

in acest context se incadreaza si abordarile prezentate in teza de doctorat, intitulata
Caracterizarea in compusi bioactivi a unor plante in vederea utilizarii in industria
alimentara, care a urmarit identificarea, cuantificarea si valorificarea superioara a compusilor
biologic activi din florile de lavanda, pentru dezvoltarea unor potentiale ingrediente functionale,
care ulterior sa poata fi utilizate in dezvoltarea de alimente cu benéeficii pentru sanatate.

Lavanda este intens studiata, in principal datorita continutul in uleiuri esentiale, si mai
putin pentru continutul in polifenoli, clorofile, carotenoide, acizi fenolici, flavonoide sau acizi grasi.
De asemenea, lavanda are aplicatii multiple in cosmeceutice si farmaceutice, prin prisma
uleiurilor esentiale, si este mai putin cunoscuta pentru aplicatii in produse alimentare.

Prin urmare, obiectivele tezei de doctorat au constat in:

= Stabilirea profilului fitochimic al extractelor din flori de lavanda (Lavandula angustifolia)
obtinute comparativ prin tehnici diferite de extractie in corelatie cu proprietatile
antioxidante si stabilitatea la procesare, din perspectiva stabilirii conditiilor optime de
extractie si pastrare;

= Microincapsularea compusilor biologic activi din extracte in ingrediente cu functionalitate
ridicata din perspectiva integrarii in alimente functionale, prin imbunatatirea stabilitatii si a
caracteristicilor de eliberare controlata;

= Dezvoltarea a doua tehnologii de obtinere a unor produse cu valoare adaugata prin
adaugarea de ingrediente functionale microincapsulate.

Toate cele trei obiective au fost indeplinite, fapt care a permis formularea unor concluzii
partiale prezentate la finalul fiecarui capitol din partea experimentala, si a unor concluzii generale,
prezentate sumativ, dupa cum urmeaza:

A. Din analiza literaturii de specialitate, a rezultat un studiu comprehensiv care evidentiaza
importanta compusilor biologic activi pentru sdnatate. Lavanda reprezinta o sursa importanta
de uleiuri esentiale, cu aplicabilitate in special in cosmeceutica. La considerarea compusilor
biologic activi din diferite surse ca elemente de promovare a starii de sanatate a omului,
trebuie s& se ia in consideratie o serie de factori, cum ar fi: structura chimica si
biodisponibilitatea acestuia, factori genetici, factori culturali si de productie, stabilitate,
extractie, concentratie etc.

B. Florile de lavanda sunt bogate in compusi biologic activi cu potential fiziologic ridicat, un
aspect important fiind dat de mentinerea activitatii fiziologice a acestor compusi si dupa
separarea din matricea naturala, procesare, conservare.

C. Florile de lavanda s-au pretat la extractii prin tehnici diferite, conventionale, asistate, cu fluide
supercritice, prin manipularea conditiilor de extractie putandu-se controla profilul fitochimic al
extractelor, controlandu-se astfel compusii tinta si proprietatile antioxidante.
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. S-au analizat comparativ diferite tehnici de extractie din perspectiva continutului in compusi
biologic activi, punand accent pe compusii carotenoidici, clorofilici, polifenolici, de aroma si
acizii grasi polinesaturati.

. Odata extrasi din matricea de baza, compusii biologic activi sunt instabili la procesarea
termica specifica aplicatiilor industriale, efect observat pentru marea majoritate a compusilor
studiati, cu exceptia flavonoidelor, care au prezentat o stabilitate ridicata.

. Termoinstabilitatea compusilor biologic activi din lavanda invita la dezvoltarea unor metode
de stabilizare, cea mai utilizata metoda in acest sens fiind microincapsularea. Coacervarea
complexa si liofilizarea au permis dezvoltarea de pudre fine, cu activitati biologice
remarcabile, in special antioxidanta si antimicrobiana selectiva. Pulberile au prezentat
structuri morfologice si dimensiuni diferite, in functie de tipul de extract utilizat si matricea de
Tncapsulare.

. Pudrele microincapsulate au fost testate pentru proprietatile de citocompatibilitate, fiind
evidentiat un efect de proliferare a viabilitatii celulelor in functie de concentratie.

. Proprietatile functionale ale pulberilor au fost testate in inghetata si pricomigdale. S-a
demonstrat ca variantele de produse cu adaos de pudre microincapsulate au valoare
adaugata in ceea ce priveste activitatea antioxidanta.

Analizele texturale realizate pe produse au concluzionat ca adaugarea pudrei
microincapsulate cu extract de lavanda in produse prezinta efecte benefice asupra sanatatii
umane si imbunatateste proprietatile reologice si texturale ale produsului finit.

A fost propusa o schema tehnologica de obtinerea a unei inghetate pe baza de lapte cu
adaos de pudra microincapsulata cu extract de flori de lavanda, care poate contribui la
dezvoltarea unor produse alimentare inovative, brevetabile, cu potential de transfer
tehnologic.
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CAPITOLUL 8.
CONTRIBUTII PERSONALE SI PERSPECTIVE DE CONTINUARE A
STUDIILOR

Elementele de noutate ale abordarilor prezentate in teza de doctorat intitulata
Caracterizarea in compusi bioactivi a unor plante in vederea utilizarii in industria
alimentara, deriva din urmatoarele:

S-a analizat comparativ compozitia in compusi biologic activi si activitatea antioxidantd a
diferitelor tipuri de extracte obtinute din florile de lavanda, in ceea ce priveste continutul de
clorofile, carotenoide, acizi grasi, compusi volatili, flavonoide si activitate antioxidanta. Pana in
prezent, nu a fost identificat nici un profil sau studiu asemanator realizat in literatura de
specialitate si de aici si originalitatea tezei de doctorat.

S-au utilizat si comparat diferite tehnici, spectrofotometrice, cromatografice (lichida si gazoasa)
pentru caracterizarea comparativa a profilurilor, ceea ce a permis o analiza detaliata, cuplata cu
studiul parametrilor cinetici de degradare a compusilor biologic activi in perspectiva corelatiei
structura-functie-proces, in vederea mentinerii proprietatilor biochimice in produsele finite
procesate.

Parametrii cinetici de degradare a compusilor biologic activi din extractele obtinute sunt necesari
pentru optimizarea conditiilor de procesare industriala, din perspectiva minimizarii peirderilor
si/sau degradarii componentelor bioactive.

Instabilitatea termica a deschis premizele identificarii unor metode de stabilizare a compusilor
biologic activi, fiind selectate coacervarea si liofilizarea ca metode de dezvoltare a unor pudre
stabile. Rezultatele obtinute furnizeaza suficiente informatii stiintifice, care au fost exploatate in
in design-ul de ingrediente inovative pentru alimente functionale.

Prin urmare, teza se remarca ca elemente de originalitate printr-o abordare completa a relatjiei
proces-structura-functie-produs, care deschide ca perspective de continuare a studiilor directii
noi, de exploatare si a altor plante aromatice (menta, lamaita, rozmarin, busuioc etc), insuficient
studiate pana in prezent, ce prezinta importantad majora in cresterea calitatii vietii, In perspectiva
unor cercetari viitoare se profileaza ideea utilizarii produselor derivate (extracte, pudre) ca
ingrediente functionale pentru formularea unor produse alimentare diverse (bauturi, produse de
panificatie, produse lactate fermentate, produse de patiserie gi cofetérie, produse zaharoase etc).
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