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Introducere

Accesul la alimente optimizate nutritional, sigure si sdnatoase reprezintd un drept
fundamental al omului promulgat prin diverse acte normative, atat in Romania, cét si in
intreaga lume (Food Safety, WHO). Cu toate ca alimentatia din societatea contemporana
are la bazd principii si valori pe baza reglementérilor europene in domeniu, Incd mai
existe numeroase carente In alimentatia omului. Industria alimentard are nevoie de
cercetare, dezvoltare, inovare si mai ales transfer tehnologic pentru a dezvolta alimentele
viitorului, bogate in fitonutrienti, optimizate nutritional, sigure si sdnatoase, care sa
asigure omului un nivel adecvat de protectie.

Pentru a veni 1n sprijinul specialistilor din industria alimentara, in cadrul tezei de
doctorat intitulatd Cercetdiri biotehnologice de obtinere a unui produs cu valoare
addugata pe bazda de extracte vegetale si proteine sunt aduse contributii importante la
dezvoltarea conceptului de sanatate prin alimente, teza de doctorat evidentiind valoarea
biologic activd a fructului de corn pentru organismul uman si dezvoltd variante
biotehnologice experimentale pentru obtinerea de bioingrediente cu functii multiple. In
cadrul tezei de doctorat a fost studiat profilul fitochimic si proprietatile biologic active ale
extractelor din fructe de corn de padure si au fost dezvoltate bioingrediente
microincapsulate, cu functii multiple, cum ar fi probiotice, antioxidante, antidiabetice,
antiproliferative si de potential inlocuitor al colorantilor in industria alimentara,
farmaceutica si cosmeceutica.

Motivatia tezei de doctorat

La baza realizarii acestei teze de doctorat std ipoteza conform careia in Romania,
consumul de fructe de padure este foarte redus, supozitie demonstrata prin aplicarea pe un
esantion de 71 de indivizi a unui Chestionar privind consumul de fructe de corn,
prezentat ca Anexa 3 a tezei de doctorat. Potrivit acestuia, 79,7% dintre respondenti
considera ca fructele de corn pot fi consumate doar in stare proaspata. Aceasta ipoteza se
aplica pentru majoritatea fructelor, considerate perisabile, dar si faptului ca in general,
fructul de corn nu este suficient promovat in Romania.

Cauzele aparitiei acestui fenomen sunt multiple, printre acestea numarandu-se:
perisabilitatea fructelor, insuficienta cunoastere a efectelor pentru sandtate sau a perioadei
optime de recoltare, imposibilitatea de a le procura pe tot parcursul anului, incapacitatea
organismelor abilitate de a le promova corespunzator.

Aceste ipoteze au stat la baza alegerii tematicii tezei de doctorat intitulata
,Cercetiri biotehnologice de obtinere a unui produs cu valoare addugata pe baza de
extracte vegetale si proteine”, care isi doreste sd stabileasca un profil compozitional si
biologic activ avansat al fructului de corn si sa valorifice potentialul pe care il prezinta
prin dezvoltarea unor biotehnologii de obtinere a unor bioingrediente, cu functii multiple.
Teza are o abordare bottom-top, parcurgand etape de cercetare fundamentala, dezvoltare
experimentald si cercetare aplicativa, care in final au condus la valorificarea potentialului
bioactiv al fructului de corn prin dezvoltarea unui produs alimentar functional, pe baza de
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fructe de corn si proteine din zer imbogatit cu bacterii lactice cu efect antioxidant,
probiotic si antiproliferativ.

Tn plus, un obiectiv secundar al tezei a constat In crearea unei baze de date
stiintifice care sd contribuie la promovarea fructului de corn in randul populatiei din
Romania.

Teza este structuratd in doua parti si 10 capitole, dupa cum urmeaza:

l. Studiul documentar este alcatuit din trei capitole, structurate astfel:

Capitolul 1, intitulat Aspecte botanice, etimologice, morfologice si
compozitionale ale Cornus mas caracterizeaza fructul de corn din punct de vedere morfo-
functional, evidentiind atat valoarea sa nutritiva, cit si importanta economica si asupra
sanatatii. De asemenea, sunt evidentiate informatii referitoare la distributia plantei la nivel
national si international.

Capitolul 2, denumit Stadiul actual al cunoasterii in corelatie cu necesitatea
dezvoltarii de noi alimente cu valoare adaugata aduce in prim-plan elemente definitorii
ale cercetarilor efectuate in cadrul acestei lucrari, prin caracterizarea compusilor biologic
activi (fenoli: flavonoide si antociani) ai fructului de corn, precizand totodata si efectele
curative ale acestora. Mai mult decat atdt, se evidentiaza si aspecte teoretice privind
activitatea antioxidanta a fructului, ca proprietate comuna a compusilor bioactivi amintiti.

Capitolul 3, intitulat Aspecte teoretice privind microincapsularea compusilor
biologic activi vizeaza clasificarea tehnicilor de incapsulare cunoscute, caracteristicile
fizico-chimice ale microcapsulelor, liofilizarea ca procedeu de incapsulare a compusilor
biologic activi, precum si aplicatii practice ale microincapsuldrii in biotehnologie si in
industria alimentara.

1. Contributii proprii este structurata in 7 capitole dupd cum urmeaza:

Capitolul 4, intitulat Caracterizarea fitochimica a compusilor biologic activi din
fructele de corn prin extractie, caracterizare si identificare in vederea profilarii unor
compusi cu functie tintd evidentiaza profilul fitochimic al extractelor hidroalcoolice din
fructul de corn, precum si identificarea si cuantificarea compusilor tintd (antociani) cu
ajutorul cromatografiei de inaltd performanta.

Capitolul 5, intitulat Strategii de valorificare a compusilor biologic activi prin
co-microincapsulare in matrici biopolimerice complexe stabileste o serie de strategii de
valorificare a antocianilor din extractele de fructe de corn si a bacteriilor lactice cu
potential probiotic prin co-microincapsulare in matrici biopolimerice, prin coacervare
complexd si liofilizare, precum si testarea functionalitatii multiple a bioproduselor
obtinute. Biopudrele obtinute au fost testate ca bioingrediente functionale, stabile in timp,
cu efect probiotic, antioxidant si antiproliferativ.

Capitolul 6, denumit Strategii de valorificare a bioingredientelor cu functii
multiple Tn dezvoltarea de produse alimentare cu valoare adiaugata propune strategii de
dezvoltarea a unor alimente functionale, care exploteaza potentialul biologic activ al
bioingredientelor co-microincapsulate, cu efect probiotic, antioxidant si antiproliferativ,
pretabile a fi consumate de diverse categorii de consumatori, datorita stabilitatii in timp si
a aportului de compusi biologic activi din compozitia sa.

~7~
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Capitolul 7, denumit Concluzii finale subliniaza concluziile principale derivate
din teza de doctorat, evidentiind gradul de indeplinire a obiectivelor propuse si oferd o
imagine globala asupra temei studiate, punand in valoare principalele rezultate ale tezei.

Capitolul 8, intitulat Contributii personale si perspective de continuare a
studiilor aduce in prim-plan cele mai relevante elemente de noutate elaborate in aceasta
lucare. De asemenea, sunt precizate perspective de continuare a studiilor dupa finalizarea
stagiului doctoral.

Capitolul 9, intitulat Lista publicatiilor prezinta diseminarea rezultatelor
cercetdrii efectuate pe parcursul celor patru ani de stagiu doctoral: 3 articole stiintifice
publicate in reviste cotate ISI, 1 articol stiintific publicat in revistd indexatd BDI, 2
articole stiintifice aflate in elaborare/publicare, participarea la 1 conferintd internationala
in strainatate si 9 conferinte internationale in tara, 1 proiect de mobilitate pentru
cercetatori cu deplasare in Burgos, Spania (director de proiect) si 1 lucrare premiata la o
conferintd internationala.

Capitolul 10, intitulat Anexe cuprinde Lista figurilor (Anexa 1), Lista tabelelor
(Anexa 2) utilizate 1n aceasta lucrare, Chestionarul privind consumul de fructe de corn
(Anexa 3) cu ajutorul cdruia s-a stabilit ipoteza de cercetare pentru teza de doctorat si
Habitatele din Romania favorabile pentru Cornus mas (Anexa 4) care evidentiaza cele 38
de areale din flora spontand a tarii noastre benefice pentru plantarea cornului de padure,
intrucat planta se dezvolta armonios in aceste zone.

Teza de doctorat este alcatuitd din 121 pagini, structurata astfel: studiul
documentar reprezinta 25 %, iar partea experimentala 75 % si are 18 tabele si 19 figuri.

Efectuarea experimentelor realizate in aceastd teza de doctorat a fost posibila
datorita infrastructurii moderne a Centrului Integrat de Cercetare, Expertiza si Transfer
Tehnologic (BioAliment-TehnlA) https://www.unicer.ugal.ro/index.php/en/about-tehnia
si @ Centrului Romdn pentru Modelarea Sistemelor de Recirculante de Acvacultura
(MoRas) (https://www.unicer.ugal.ro/index.php/ro/prezentare-moras) din cadrul Facultatii
Stiinta si Ingineria Alimentelor, Universitatea "Dunarea de Jos” din Galati.

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

Q Prof. univ. dr. ing. Camelia VIZIREANU - Conducator de doctorat

Q Profuniv.dr.ing.habil. Nicoleta STANCIUC — Coordonator studii de analizi
spectrofotometrica si co-microincapsulare

Q Prof. univ. dr. chim. Rodica Mihaela DINICA — Coordonator studii de extractie

O Conf. univ. dr. biol. Vasilica BARBU — Coordonator studii de analiza
morfologica.

Bibliografie
1. Food Safety, WHO, https://www.who.int/health-topics/food-safety/ (accesat la
data de 26.05. 2020)
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OBIECTIVELE TEZEI DE DOCTORAT

Obiectivele stiintifice ale tezei de doctorat au fost stabilite tindnd cont de ipotezele
initiale, precum si de versatilitatea si efectele curative ale acestui fruct. Asadar, la baza
acestei teze de doctorat se afla urmatoarele obiective stiintifice:

O1. Descrierea si caracterizarea cornului de padure din punct de vedere etimologic,
biologic, morfologic si al importantei economice.

O2. Profilarea fitochimica a compusilor biologic activi din fructele de corn prin
extractie, caracterizare si identificare in vederea identificdrii unor compusi cu functie
tinta, cum ar fi antocianii cu activitate antioxidanta ridicata, antiinflamatorie, andiabetica
etc.

03. Dezvoltarea unor strategii de valorificare a compusilor biologic activi prin co-
microincapsulare Tn matrici biopolimerice complexe, formate din proteine, polimeri si
bacterii lactice cu scopul obtinerii unor biopudre stabile, cu rol de bioingrediente cu
functii multiple.

O4. Demonstrarea potentialului antioxidant, antiproliferativ, antidiabetic si probiotic
al biopudrelor co-microincapsulate.

O5. Strategii de valorificare a bioingredientelor cu functii multiple in dezvoltarea de
produse alimentare cu valoare adaugata.
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STUDIU DOCUMENTAR

CAPITOLUL 1. Aspecte botanice, etimologice, morfologice
compozitionale ale Cornus mas

N
=~y

1.1 Introducere

Fructele cornului de padure reprezintd o sursd importanta de substante nutritive
benefice pentru organism. Aceastea fac parte din categoria fructelor de padure existente
in flora spontanda a Romaniei. Datd fiind importanta acestora pentru om, dar si
pretabilitatea ei in diverse domenii, se impune necesitatea studierii lor aprofundate. Tn
cele ce urmeaza sunt evidentiate elemente definitorii ale fructelor de corn, respectiv:
incadrarea taxonomica, distributia geografica in lume si in Romania, pretabilitatea culturii
de corn pe teritoriul tirii noastre, caracteristici generale, biologice, etimologice si
morfologice, importanta economica si domeniile de utilizare.

1.3. Distributia geografica a Cornus mas in lume si in Roménia

Tn Romania, Cornus mas se regaseste in 38 de areale. In tara noastrd, cornul de
padure se preteaza a fi cultivat in conditiile sintetizate in lucrarea “Habitatele din
Romania” (Donita si colab., 2005). Aceasta prezintd habitatele din tara noastra,
codificate, raspandirea, altitudinea, temperatura, precipitatiile medii anuale, relieful,
tipurile de roci, tipul de sol, structura fitocenozelor si compozitia floristica a habitatului
unde se poate intani Cornus mas. Toate detaliile despre conditiile optime de crestere si
dezvoltare ale cornului de padure In Romania se regasesc in Anexa 3: Habitatele din
Romaénia favorabile pentru Cornus mas si sunt sintetizate in tabelul 1.1,

Tabel 1.1. Sinteza habitatelor din Roménia favorabile pentru Cornus mas

(Donita si colab., 2005) (Enache si colab., 2021)
R3115 | R3129 | R4114 | R4126 | R4133 | R4137 | R4147 | R4158 | R4159 | R4164
R3122 | R3130 | R4120 | R4127 | R4134 | R4140 | R4149 | R4153 | R4160 | R4218
R3126 | R4111 | R4121 | R4129 | R4135 | R4141 | R4150 | R4154 | R4162
R3128 | R4113 | R4124 | R4132 | R4136 | R4142 | R4151 | R4156 | R4163

Schimbarile climatice actuale identificate atat la nivel global cat si la nivel zonal
au ca impact major schimbdri la nivelul vegetatiei. Din categoria posibilelor modificari
aparute in urma acestor schimbari climatice amintim: migrarea la altitudini mai mari a
unor specii, uscarea unor specii forestiere ca urmare a perioadelor tot mai indelungate de

ege v,

.....

datoritd uscdciunii, a eroziunii solurilor. Apare astfel, necesitatea cunoasterii acestor
areale sensibile la nivelul cdrora anumite specii vor reduce suprafata ocupatd dar si
arealele favorabile in care exista posibilitatea extinderii acestora ca urmare a schimbarilor
climatice cu implicatii directe in managementul forestier.
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Tehnologia GIS permite realizarea unei baze de date geospatiale aplicAnd tehnici
moderne de interpolare si corelare spatiald ce cuprinde cei mai relevanti indicatori
ecologici ce influenteazd in mod pozitiv, dar si negativ favorabilitatea speciei la nivelul
teritoriului Roméniei (Simonca si colab., 2019), (Rosca si colab., 2017). Analizand factori
climatici precum precipitatiile medii multianuale, temperatura medie anuald, caracteristici
ale reliefului (altitudinea), caracteristici de sol (tipul de sol si geologia) se realizeaza harti
tematice si o bazd de date raster ce permite, prin aplicarea tehnicilor geospatiale de
modelare, incadrarea acestora intr-un model cantitativ GIS pe clase de favorabilitate
pentru Cornus mas prin realizarea unei colectii de harti tematice pe clase de favorabilitate
la nivel national pentru specia Cornus mas.

Implementarea tehnologiei GIS se bazeazd pe analiza spatiald tindnd cont de
obiectivele urmarite avand ca fundament bazele de date digitale manageriate prin
intermediul functiilor de analizd spatiald a programelor geoinformationale (Rosca si
colab., 2017), (Simonca si colab., 2019).

In cazul de fatd o prima etapa in determinarea factorilor favorabili pentru Cornus
mas a constat in achizitia bazelor de date in format digital (achizitie in mod direct pe baza
submodelelor de analiza spatiala pentru tipul de sol si altitudinea reliefului, clasele
geologice si achizitie pe baza implementdrii functiilor de interpolare pentru factorii
climatici).

Aplicarea analizei spatiale propriu-zise pe baza bonitarii calitative bazata pe
expert knowledge presupune acordarea claselor specifice de favorabilitate respectiv
restrictivitate pentru specia studiatd la nivelul intregului teritoriu al Romaéniei si
presupune ca etapd finald, absolut obligatorie pentru modelele GIS, etapa de validare a
modelului (prin compararea directda cu realitatea din teren) in vederea determindrii
gradului de predictibilitate a modelului realizat si eventuala calibrare a parametrilor
acestuia (Rosca si colab., 2019).

Validarea rezultatelor a fost realizata prin compararea rezultatelor obtinute din
aplicarea modelului realizat in cadrul acestui studiu cu punctele de frecventa raportate n
cadrul Atlasului european al speciilor forestiere din Europa, 2016 (San-Miguel-Ayanz si
colab., 2016).

Tinand cont de preferintele speciei Cornus mas a fost realizatd o baza de date cu
valorile multianuale ale precipitatiilor de la statiile meteorologice din Romaénia si
utilizand ecuatiile de corelatie ale precipitatiilor cu altitudinea, utilizand tehnici de analiza
spatiala GIS a fost obtinut gridul precipitatiilor medii multianuale ce a fost convertit
tinand cont de favorabilitate respectiv restrictivitatea pentru specia studiata.

Factori favorabili pentru Cornus mas dependent de: precipitatiile medii anuale,
temperatura aerului, altitudinea reliefului, tipul de sol, geologie (Enache si colab., 2021).
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Validarea modelului a fost realizata utilizand rezultatul final reclasificat obtinut ca
urmare a implementarii analizei spatiale (factori favorabili sau restrictivi la Cornus mas)
si 0 baza de date vector de tip poligon obtinuta ca urmare a achizitiei directe reprezentand
locatiile geografce ale zonelor in care specia depaseste valori de 25% din consistenta
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habitatelor in care se dezvoltd conform Atlasului speciilor din Europa (San-Miguel-Ayanz
si colab., 2016). A fost astfel identificata o ratd de validare de 83,5 % a rezultatelor finale
ceea ce reflectd un grad ridicat de sentibilitate a modelului aplicat (28 de locatii sigure in
teren in care a fost identificata specia de Cornus mas sunt situate in zone incadrate in
clasa de favorabile la nivel ridicat si 19 in clasa de favorabile la nivel mediu).

1.4. Caracteristici generale, biologice, etimologice si morfologice ale Cornus mas

Genul Cornus cuprinde specii de arbusti distribuite pe scara larga in Europa de
sud si Europa centrala, Asia de sud-vest, America (nord, est, sud, vest, si centru) si Africa
de Est (Eyde, 1988). Doua specii din acest gen sunt endemice in America de Sud si o
specie in Africa tropicald (Fan si Xiang, 2001), (Xiang si colab., 2006).

Cornus mas se gaseste in Romania sub denumirea de corn (sau corn european
(Stankovic si colab., 2014)), fiind un arbust sau arbore cu o indltime de 2-60 metri. Se
regaseste frecvent in zona padurilor de stejar, etajul fagului, precum si in paduri si
tufarisuri. Este o specie eutrofa, xeromez-mezoterma, subtemperatd care prefera locurile
calcaroase. Se utilizeaza cu precadere in industria alimentard sau ca element ornamental
(parcuri si gradini), fiind o specie pontic-mediteraneand. Are o durata de viatd mare, iar
diametrul scoartei poate ajunge pana la 40 cm.

Fructele sunt comestibile, de tip drupa elipsoidala, rosie, rar galbuie, lucioasa, cu o
lungime de 10-12 mm si groasd de cca 5 mm, la varf cu discul nectarifer si stilul arcuit
Acestea sunt acrigoare si astringente; prezintd endocarp (sdmbure) cilindric-elipsoid si
seminte (Savulescu, 1958), (Ciocérlan, 2009). Greutatea medie a fructelor variaza intre 5
si 8 g, iar samburele reprezintd 7,5-11% din greutatea totala a fructelor.

In cele ce urmeaza sunt redate citeva imagini sugestive ale plantei Cornus mas
(scoartd, frunze, fructe, sambure si seminte, intregi sau 1n sectiune).
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i) )

Figura 1.8. Caracteristici morfologice ale Cornus mas:a) floarea (1); b) floarea (2); ¢) planta inflorita; d)
scoarta; e) lastari; f) frunze; g) fruct crud, Intreg, h) fruct copt intreg, i) fruct copt in sectiune, j) saimbure
intreg, k) sdmbure in sectiune, 1) seminte (sursa: arhiva personala)

1.6. Pretabilitatea utilizarii Cornus mas de catre om

Data fiind abundenta de substante nutritive din Cornus mas, de-a lungul timpului
aceastd planta a fost folosita cu succes att in industria alimentara si a bauturilor, cat si in
medicina alternativa sau a prelucrarii lemnului. O sinteza a acestora este redata in tabelul
1.4.

Tabel 1.4. Domeniile de utilizare ale Cornus mas
Scop/ Produs obtinut Referinte

Domeniul de utilizare

Industria alimentari si a murate ca maslinele, gem, suc, (Sochor si colab., 2014)

bauturilor sirop, vin, (Dinda si colab., 2016)

Medicina homeopata cancer, diabet, afectiuni gastro- (Mikaili si colab., 2013), (Dinda si
intestinale, afectiuni ale colab., 2016), (Ahmadipour si colab.,
rinichilor si tractului urinar etc. 2017),

Protectia mediului bio-combustibil (Akalin si colab., 2012), (Norhuda I,

2009)

Industria cosmetica produse cosmetice (emulsii) (Niziol-Lukaszewska si colab., 2018)

Industria farmaceutica produse farmaceutice (crema) (Brindza si colab., 2009),

Industria prelucrarii lemnului mobila, Instrumente muzicale - (Brindza si colab., 2009)
scoarta

Alte intrebuintari bijuterii — sdmburi (Brindza si colab., 2009)
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CONTRIBUTII PROPRII

CAPITOLUL 4. Caracterizarea fitochimica a compusilor biologic activi
din fructele de corn prin extractie, caracterizare si identificare in
vederea profilarii unor compusi cu functie tinta

4.1. Aspecte introductive

Un studiu realizat in 2016 si condus de Dinda (2016) ofera o prezentare generala a
celor 101 compusi fitochimici din diferite segmente vegetale ale plantei de Cornus mas
L., clasificati in: antociani (10), catehine (4), flavonoide (20), acizi fenolici si taninuri
(11), monoterpenoide (9), triterpenoide (1), iridoide (5), carotenoide (10), vitamine (4),
carbohidrati (3), acizi organici (8), acizi grasi (6), si hidrocarburi (10).

4.2 Obiectivele studiului

Obiectivele stiintifice ale Capitolului 4: intitulat Caracterizarea fitochimica a
compusilor biologic activi din fructele de corn prin extractie, caracterizare $i
identificare in vederea profilarii unor compusi cu functie tinta sunt:
O1. Extractia si cuantificarea compusilor biologic activi din fructul de corn (polifenoli
totali, flavonoide totale si antociani monomerici totali) si a activitatii antioxidante.
02. Identificarea antocianilor din fructele de corn cu ajutorul cromatografiei lichide de
inalta performanta.
O3. Realizarea analizei colorimetrice a extractului de fructe de corn.
0O4. Determinarea continutului de acid ascorbic 1n extractul de fructe de corn.

4.3. Materiale si metode

. In vederea caracterizarii acestora s-a realizat profilul fitochimic al extractului
concentrat in termeni de: continut de polifenoli totali (TPC) cu metoda si reactivul Folin-
Ciocalteu, continut de flavonoide totale (TFC) cu ajutorul metodei colorimetrica pe baza
de AICl;, continut de antociani totali (TAC) prin metoda pH-ului diferential si capacitatea
antioxidanta a acestuia (TAA) utilizand metoda si reactivul DPPD. De asemenea, 1n acest
capitol s-au identificat antocianii din fructele de corn cu ajutorul cromatografiei lichide
de Tnaltda performantd (HPLC). Pentru estimarea continutului de acid ascorbic a fost
utilizat un test bazat pe permanganat de potasiu (KMnQ,), ca agent oxidant. Analiza
colorimetrica s-a realizat cu ajutorul metodei CIEL*a*b*. Reactivii utilizati au fost
achizitionati de la Sigma Aldrich (Steinheim, Germania).
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4.15. REZULTATE SI DISCUTII

4.15.1.Extractia si caracterizarea compusilor biologic activi din fructele de Cornus
mas

Din punct de vedere fitochimic, extractul etanolic obtinut prin extractie asistatd cu
ultrasunete (40°C, 100 kHz, 100W, 30 min) se poate caracteriza astfel: activitate
antioxidanta (TAA) 178,43+4,34 mMol Trolox/g s.u; continut total de polifenoli (TPC)
27,00+0,46 mg acid galic /g s.u.; continut total de flavonoide (TFC) 14,31+1,69 mg
catehind/g s.u.; continut total de antociani (TAC) 45,09+0,53 mg C3R/g s.u.

Conform informatiilor prezentate anterior, se evidentiaza un continut ridicat de
polifenoli, antociani si flavonoide, care conduc la obtinerea unei activitdti antioxidante
crescute. De-a lungul timpului au fost efectuate diverse studii privind extractia
compusilor bioactivi si a activitatii antioxidante asupra fructelor de corn, variind solventul
sau metoda de extractie, precum si raportul dintre solventi.

Compararea datelor cu literatura de specialitate este dificila, datorita tehnicilor
diferite de extractie utilizate, precum si modalitatii de exprimare a rezultatelor.

4.15.2. Identificarea si purificarea compusilor bioactivi din extractul de Cornus mas

Profilul cromatografic al extractului de fructe de corn evidentiaza prezenta a noua
compusi, dar doar cinci dintre acestia au putut fi comparati cu standardele existente si cu
literatura de specialitate, asa cum reiese si din figura 4.2.
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Figura 4.2. Profilul cromatografic al extractului de fructe de corn
Peak 1 - delfinidin-3-galactozid; Peak 2 - cianidin-3-glucozid; Peak 3 - cianinidin-3-rutinozid; Peak 4 -
pelargonidin-3-glucozid; Peak 5 - pelargonidin-3-rutinozid; si Peaksurile 6-9 - compusi neidentificati

Cei cinci compusi identificati au fost: delphinidin-3-galactozid (1,03%), cianidin-
3-glucozid (5,42%), cianidin-3-rutinozid (72,77%), pelargonidin-3-glucozid (3,05%) si
pelargonidin-3-rutinozid (2,42%). Cei doi antociani din extractul de fructe de corn au
fost cianidin-3-rutinoside cu un continut de 241,21 mg/100 g s.u. si cianidin-3-glucozid
(5,42%) cu un continut de 22,62 mg/100 g s.u. Continutul de delphinidin-3-galactozid,
pelargonidin-3-glucozid si pelargonidin-3-rutinozid a fost de 4,31 mg/100 g s.u., 12,73
mg/100 g s.u. si, respectiv, 9,12 mg/100 g s.u. Dumitrascu si colab., (2019) a analizat
continutul antocianilor de fructele de corn si a evidntiat prezenta a sase compusi, din care



Cercetari biotehnologice de obtinere a unui produs cu valoare adaugata pe baza de extracte vegetale si proteine

2021

luliana-Maria ENACHE

cel mai mare continut a fost inregistrat pentru cianidin-3-rutinozid. Kucharska si colab.,
(2015) a evaluat antocianii din 26 de soiuri diferite de corn de padure si a raportat
existenta a cinci antociani majori, respectiv: delfinidin, cianidin, glicozid si pelargonidin.
(Enache si colab., 2020b).

4.15.3. Analiza colorimetrica a extractului de fructe de Cornus mas

Valorile pentru extract au fost L* de 81,87+ 2,63, a* de 18,08+ 3,89 si b* de
4,25+ 0,15, acestea fiind corelate valorile pentru ¢c=18,59+3,81, h=0,24+0,05, AE=84,02
+1,78. Dupd cum se poate observa, valoarea ridicatd a* indicd o culoare rosiatica
predominantd a probei, in timp ce valoarea b* sugereaza o nuantd de galben. Se poate
aprecia ca nuanta pronuntatd de rosu a extractului de fructe de corn este corelatd cu
continutul de antociani prezenti, In special de antocianul majoritar, respectiv cianidin-3-
rutinozid, care este recunoscut pentru intensitatea de rosu pe care o imprima surselor in
care se regaseste.

4.15.4. Continutul de acid ascorbic a fructelor de corn

Cantitatea de acid ascorbic din fructul de corn pentru extractul din fructe de corn
(30,82 mg/100 g s.u.). Conform Regulamentului CE 1169/2011, Valoarea Nutritionala de
Referinta, cantitatea de vitamina C pentru o persond adulta este de 80 mg/ 100 g.

4.16. Concluzii partiale

Tn cadrul acestui capitolul, s-au stabilit o serie de obiective referitoare in principal
la profilarea fitochimica a fructului de corn, in special in ceea ce priveste continutul total
de polifenoli, flavonoide si antociani monomerici totali, identificarea antocianilor din
fructele de corn cu ajutorul cromatografiei lichide de inaltd performanta, corelarea
continutului de antociani cu analiza colorimetricd a extractului, precum si determinarea
continutului de acid ascorbic din diferite variante de fructe, in stare proaspata, liofilizata
sau uscata.

Rezultatele obtinute au permis elaborarea urmatoarelor concluzii partiale:
A Metoda de extractie aplicatd, care a constat intr-o combinatie de extractie
hidroalcoolica solid-lichid si extractie asistatd cu ultrasunete, in conditii nedenaturante au
permis obtinerea unui extract concentrat cu un continut ridicat de polifenoli de
27,00+0,46 mg acid galic /g s.u., flavonoide de 14,31+1,69 mg catehina/g s.u., antociani
monomerici de 45,09+0,53mg C3R/g s.u.;

B. Concentratia ridicata de compusi biologic activi a condus la determinarea unei
activitati antioxidante (DDPH) remarcabile de circa 179 mMol Trolox/g s.u.;
C. Cromatografia lichidd de inalta performantd a permis evidientierea principalilor

compusi biologic activi tinta din studiu, respectiv predominanta cianidin-3-rutinozidului
(241,21 mg/100 g s.u.) si cianidin-3-glucozidului (22,62 mg/100 g s.u.), in timp ce
continutul de delphinidin-3-galactozid, pelargonidin-3-glucozid si pelargonidin-3-
rutinozid a fost de 4,31 mg/100 g s.u., 12,73 mg/100 g s.u. si, respectiv, 9,12 mg/100 g
S.uU.
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D. Analiza colorimetricd a confirmat continutul ridicat de antociani, n special
cianidin-3-rutinozid, responsabili de culoarea rosie (valoarea a* de 18,08+ 3,89).
E. Toate cele trei variante de fructe de corn (proaspata, uscate si liofilizate) au

prezentat un continut ridicat de vitamina C, comparabil cu datele prezentate in literatura
de specialitate;

F. Asa cum era de asteptat, continutul de vitamina C a variat astfel: fruct
proaspat<fructul liofilizat<extractul din fructe de corn;

G. Se remarca continutul de vitamina C cel mai mare din extractul obtinutul, de circa
31 mg/100 g.
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CAPITOLUL 5. Strategii de valorificare a compusilor biologic activi
prin co-microincapsulare in matrici biopolimerice complexe

5.2. Obiectivele studiului

In cadrul Capitolului 5 denumit Strategii de valorificare a compusilor biologic
activi prin co-microincapsulare in matrici biopolimerice complexe, s-au stabilit
urmatoarele obiective stiintifice:
O1. Co-microincapsularea compusilor bioactivi din extractul din fructele de corn in doua
matrici biopolimerice complexe utilizand liofilizarea ca biotehnologie inovatoare.
O2. Testarea pudrelor co-microincapsulate din punct de vedere al concentratiei de
compusi biologic activi, eficienta de incapsulare a antocianilor, activitatea biologica,
digestibilitatea in vitro a antocianilor, analiza colorimetrica, analiza structurald si
stabilitatea 1n timp a compusilor bioactivi si viabilitatea bacteriilor lactice.
03. Demonstrarea potentialului antioxidant, antiproliferativ, antidiabetic si probiotic al
pudrelor co-microincapsulate.

5.3. Materiale si metode
Metodele de lucru din acest studiu, acestea sunt:

v co-microincapsularea compusilor bioactivi din extractul de fructe de corn prin
liofilizare,

v profilul chimic al biopudrelor prin determinarea continutului de polifenoli,
antociani, flavonoide si a activitdtii antioxidante,

v eficienta de incapsulare a antocianior din cele doud biopudre prin diferenta dintre
continutul de antociani totali si antociani de suprafata,

v activitatea biologica a biopudrelor prin stabilirea activitatii inhibitorie a o-
glucosidazei si a a-amilazei,

v digestibilitatea in vitro a antocianior din cele doud biopudre utilizand conditii
simulate de digestie gastrica si intestinald,

v analiza colorimetrica a biopudrelor utilizand sistemul CIEL*a*b*,

v structura si morfologia microparticulelor utilizdnd microscopia de scanare cu
laser confocal,

v testarea potentialului citotoxic a biopudrelor co-microincapsulate utilizand linia

celulara HT-29 (ATCC),

v testarea efectului anti-proliferativ a biopudrelor co-microincapsulate utilizand
linia celulara L929 clonatda NCTC (ECACC)

v stabilitatea in timp a compusilor bioactivi prin determinarea continutului de
polifenoli, antociani, flavonoide si a activitdtii antioxidante la 21 si 90 de zile de
depozitare in conditii controlate

v viabilitatea bacteriilor lactice din cele doud biopudre prin cultivarea pe placile cu
MRS-agar.
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5.6. Co-microincapsularea prin liofilizare a compusilor biologic activi din fructele de
corn in diferite matrici

Pentru co-microincapsularea extractului din fructe de corn si bacterii lactice cu
potential probiotic (Lactobacillus casei) s-au utilizat doud combinatii de materiale
biopolimerice, si anume izolat proteic din zer (IPZ) si cazeina si IPZ si inulina.

Au fost aplicate urmatoarele scheme de co-microincapsulare: IPZ:Cazeina:extract
concentrat de fructe de corn si 1g L. casei =1:1:2,5 (m/m); respectiv IPZ:Inulina:extract
concentrat de fructe de corn si 1 g L. casei =1:1:2,5 (m/m). Schema tehnologica de
obtinere a celor doua variante de pudre co-microincapsulate este redata in figura 5.1
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a) b)
Figura 5.1. Schema tehnologica de obtinere a biopudrelor co-microincapsulate

(a - biopudra 1, b - biopudra 2)

5.18. REZULTATE SI DISCUTII
5.18.1. Profilul chimic al pudrelor co-microincapsulate

O caracteristicd importanta a fructelor de corn este abundenta compusilor biologic
activi, precum s§i capacitatea antioxidantd ridicatd a acestor fructe. Profilul chimic al
biopudrelor co-microincapsulate inglobeaza trei dintre compusii bioactivi existenti in
pulpa fructului, respectiv polifenoli, flavonoide si antociani. Datd fiind proprietatea
comund a acestora, respectiv activitatea antioxidanta, s-a decis cuantificarea acesteia
conform tabelului 5.1.

Tabel 5.1. Profilul chimic al pudrelor co-microincapsulate

Compus analizat Biopudra 1 Biopudra 2
Activitatea antioxidantid (mMol TE/g s.u.) 50,05+0,94% 47,62+1,43°
Continut de polifenoli (mg GAE/g s.u.) 9,67+0,12° 9,79+0,15%
Continut de flavonoide (mg CE/g s.u.) 5,59+0,51% 5,940,242
Continut de antociani (mg C3R/g s.U.) 32,14+0,97° 32,29+0,26%

Pentru fiecare compus fitochimic testat si fiecare tip de biopudra studiata, valorile care se afla pe acelasi
rand care nu au aceleasi litere mici sunt diferite statistic la p < 0,05 pe baza metodei Tukey si a intervalului
de Tncredere de 95%.

Din Tabelul 5.1. se poate observa ca nu existd diferente semnificative intre profilul
fitochimic global al celor doud biopudre, cu exceptia activitdtii antioxidante. Vasile si
colab., (2020) a co-microencapsulat antociani din fasole neagra si Lactobacillus casei Tn
proteine din izolate proteic din zer, inulind si chitosan prin liofilizare, sugerand un
continut de compusi bioactivi de 1,65 £ 0,13 mg C3G/g s.u. pentru TAC, 21,64 £+ 0,98 mg
GAE/g s.u. pentru polifenoli si 157,22 + 4,13 mMol/g s.u. pentru activitate antioxidanta.
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5.18.2. Eficienta de Tncapsulare a antocianilor din pudrele co-microincapsulate

Ulterior finalizarii procesului de liofilizare, eficienta de incapsulare a antocianilor
(%) a variat intre 77,97+£0,57% (IPZ:Cazeina:L. casei) si 79,03+0,72% (IPZ:Inulina:L.
casei). Oancea si colab., (2018) a microincapsulat antocianii din coaja de cirese in izolat
proteic din zer si a raportat o eficientd de incapsulare de 70,30 = 2,20%, 1n timp ce Tao si
colab., (2017) a sugerat ca eficienta incapsularii a antociainilor din afine in diferite
raporturi de IPZ, guma de salcdm, maltodextrina si B-ciclodextrina a fost de 82%.

Dupa 90 de zile de stocare la 4 °C , la intuneric, eficienta incapsuldrii antocianilor a
fost de 58,05+0,61% pentru IPZ:Cazeina:L. casei si 66,00=0,89% pentru IPZ:Inulina:L.
casel.

5.18.3. Digestibilitatea in vitro a pudrelor co-microincapsulate

.....

microincapsulate este redata in tabelul 5.2.

Tabel 5.2. Digestibilitatea in vitro a antocianilor din pudrele co-microincapsulate

Timp Biopudra 1 Biopudra 2
SGS (mg C3R/g s.u.)-TO 8,00£0,51° 8,44+0,51°
SGS (mg C3R/g s.u.) — T30 8,30+0,66° 8,49+0,58"
SGS (mg C3R/g s.u.) — T60 8,49+0,57° 9,00+0,58"
SGS (mg C3R/g s.u.) — T90 8,54+0,54° 9,04+0,66"
SGS (mg C3R/g s.u.) — T120 8,70+0,43° 9,04+0,81°
SIS (mg C3R/g s.u.) — TO 15,49+0,65° 11,50+0,51°
SIS (mg C3R/g s.u.) — T30 15,80+0,81° 12,59+0,87°
SIS (mg C3R/g s.u.) — T60 16,51+0,93° 13,37+0,42°
SIS (mg C3R/g s.u.) — T90 16,83+0,87° 13,68+0,45"
SIS (mg C3R/g s.u.) — T120 17,61+0,87° 15,85+0,48°

Pentru fiecare compus fitochimic testat si fiecare timp de stocare (TO, T30,T60, T90, T120 de minute),
valorile care se afld pe acelasi rand care nu au aceleasi litere mici sunt diferite statistic la p < 0,05 pe baza
metodei Tukey si a intervalulului de incredere de 95%.

Din datele prezentate in Tabelul 5.2., se poate observa ca existd diferente
semnificate (p<0,05) in ceea ce priveste continutul de antociani eliberati in timpul
digestiei gastrice intre cele doua biopudre, insa nu exista diferente semnificative (p>0,05)
in ceea ce priveste influenta timpului de digestie gastricd, ceea ce denotd cd ambele
matrici de co-microincapsulare au prezentat eficientd ridicatd in protectia compusilor
antocianici in SGS.

In SIS are loc eliberarea controlati a compusilor antocianici, pentru ambele
biopudre co-microincapsulate. Amestecul de IPZ:cazeind a fost mai putin eficient in
eliberarea antocianilor, astfel incat la sfarsitul etapei de digestie intestinald, aproximativ
14% din antocianii prezenti in microcapsule au fost eliberati. Comparativ, matricea
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[PZ:inulind a permis eliberarea a aproximativ 38% din continutul de antociani

monomerici, aspect care poate fi corelat cu o capacitate mai mare de absorbtia a acestora
(Figura 5.2).
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Figura 5.2. Eliberarea antocianilor din cele doua biopudre co-microincapsulate in sucul intestinal simulat

Prin urmare, se poate afirma cd ambele variante de materialele incapsulante
utilizate au avut un rol protector fata de actiunea sucului gastric, Insa matricea I[PZ:inulina
este mai eficientd in absorbtia antocianilor in intestinul subtire. Gonzalez si colab. (2020)
a raportat cd antocianii dintr-o pudra incapsulatd pe baza de extract de frunze de masline
in maltodextrind si inulind au fost partial degradate in conditii gastrice si intestinale.
Aceste constatdri indicd faptul ca instabilitatea antocianilor in timpul digestiei

.....

gastrointestinale trebuie luatda in considerare la estimarea bioaccesibilitatii si
despre digestia in vivo a antocianilor in diferite matrici alimentare sunt necesare pentru a
determina efectele reale asupra sanatatii ale antocianilor atunci cand sunt consumate.

5.18.4. Activitatea biologica a pudrelor co-microincapsulate

Gestionarea eficienta a diabetului zaharat, in special a tipului II non-insulino-
dependent, vine intr-un context in care acesta devine epidemie la adulti si copii, ducand la
afectiuni grave, cum ar fi insuficienta renald, atacul de cord, orbirea si amputarea
membrelor inferioare (OMS, 2020). Tn al doilea rand, administrarea inhibitorilor
enzimelor sintetice, cum ar fi acarbose, sulfoniluree, biguanide, glinide, metformina si
orlistat implica mai multe efecte secundare (Kunyanga si colab., 2012). Prin urmare, este
necesar sd se dezvolte noi formule pentru inhibitorii naturali ai enzimelor digestive ai
amidonului, cum ar fi a-amilaza si a-glucozidaza, prevenind astfel cresterea excesiva a
nivelului de glucoza din sange.
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Tabel 5.3. Activitatea biologica a pudrelor co-microincapsulate

Variante o-amilaza a-glucozidaza TPC (mg GAE/g s.u.)
Biopudra 1 61,61+0,06 89,91+0,01 9,67+0,12
Biopudra 2 79,27+0,07 88,87+0,01 9,7940,15

Tn acest studiu, biopudrele co-microencapsulate au fost testate ca o posibila
formuld inhibitord pentru un efect antidiabetic la o concentratie de 1 mg/ml. Pulberea a
prezentat un efect inhibitor mai ridicat impotriva a-glucosidazei de 89,91+0,01%
comparativ cu a-amilaza, cu un efect inhibitor de 61,61+0,06%. Prin urmare, pulberea co-
microencapsulata a fost mai eficientd Impotriva a-amilazei si mai putin eficienta la a-
glucozidaza. Costamagna si colab., (2016) a raportat ca inhibarea simultana a ambelor
enzime ar duce la fermentarea bacteriand anormald in colon datorita prezentei
carbohidratilor nedigerati. S-a raportat ca alte plante, multe dintre ele utilizate in mod
traditional pentru controlul diabetului zaharat sau hiperglicemiei, exercitd o inhibare
puternica a a-glucozidazei si un efect moderat sau neglijabil asupra activitatii a-amilaza
(Ranilla si colab., 2010).

5.18.5. Analiza colorimetrici a pudrelor co-microincapsulate

Culoarea reprezintd una dintre cele mai importante proprietdti organoleptice care
stau la baza cuantificarii prospetimii alimentelor. Tabelul 5.4 prezinta o analizd completa
a pudrelor co-microincapsulate din punct de vedere colorimetric.

Tabel 5.4. Analiza colorimetrica a pudrelor co-microincapsulate
Variante L a* b* c* h* AE

Biopudra 1 37.17 £0.24°  21.45+0.18" 6.67 £0.01° 22,47 +0,17*° 0,30 £0,00°  43,43+0,29°

Biopudra2  35.35+0.06° 21.30+0.12*® 6.00+0.02° 22,13+0,12*®  0,27+0,00° 41,71 +0,11°

Pentru fiecare parametru testat (L*, a*, b*, c*, h*, AE *), valorile care se afld pe aceeasi coloana care nu au
aceleasi litere mici sunt diferite statistic la p < 0,05 pe baza metodei Tukey si a intervalului de incredere de
95%.

Parametrul a* poate fi corelat cu continutul de antociani din pulbere, descriind
astfel tendinta pulberilor spre rosu, care poate fi asociatd cu antocianii eliberati din
proantocianidine (Kaderides si colab., 2020) si formarea pigmentilor derivati din
antociani care stabilizeaza flaviliumul de culoare rosie (Moser si colab., 2017).
Parametrul L* arata ca cele doua variante de pudre co-microincapsulate au tendinta de a
lumina, deoarece materialele de incapsulare sunt materiale albe, si este firesc ca si
culoarea pulberilor sa fie deschisa la culoare. Rezultatele obtinute sunt in concordanta cu
cele obtinute de Barbu si colab., (2020) care a studiat culoarea pudrei de sfecla rosie
imbogatita cu Lactobacillus plantarum . Valoarea nuantei a fost calculata ca unghiul care
a avut tangenta b/a (0°-90° corespunde nuantei care variaza de la rosu pur la galben pur,
90°-180° nuanta variaza de la galben pur la verde pur).
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5.18.6. Structura si morfologia pudrelor co-microincapsulate

Microscopia confocald cu scanare laser (CLSM) se utilizeaza ca metoda de
imagistica de rutind a unui produs biologic marcat fluorescent inca din 1980. Aceasta
prezintd numeroase avantaje, dintre care obtinerea unei imagini digitale a unei sectiuni
optice a probei analizate, in doar cateva secunde, poate fi considerat cel mai important
(Paddock, 1999).

Pentru a determina structura si particularitatile morfologice ale antocianinelor co-
microencapsulate si ale bacteriilor lactice din matricea biopolimerica, pulberea obtinuta a
fost analizata prin microscopie confocald. Abundenta pigmentilor vegetali cu proprietati
antioxidante n fructele de corn a fost, impreuna cu autofluorescenta lor, detaliata anterior
de mai multe alte studii (Dumitrascu si colab., 2019), (Adamenko si colab., 2019). Este
bine cunoscut faptul cad compusii fenolici au o absorbtie maxima la 280 nm, carotenoidele
intre 439 si 451 nm si flavonoidele si antocianinele din intervalul 520-580 nm (Boulet si
colab., 2017).
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Figura 5.3. Imagini de microscopie confocala cu scanare laser a probei P1 (al — proba necolorata si a2 -
proba colorata cu fluorofori) si proba P2 (al — proba necolorata si a2 - proba colorata cu fluorofori)

Imaginile probelor scanate laser au fost captate cu ajutorul microscopului confocal
Carl Zeiss LSM710 si interpretate cu ajutorul ZEN 2012 SP1 software (Black edition).
Probele native ale extractului de fructe de corn incapsulat matrici biopolimerice (Figura
5.3.al si 5.3.bl) au pus in evidentd formatiuni neregulate, poligonale, mari si subtiri cu
autofluorescenta in domeniul 500-540 nm, in care antocianii si bacteriile lactice sunt
prinse In reteaua matriceala. Daca in cazul probei P2 sferozomii sunt rari, predominand
formatiunile scalariforme (Figura 5.3.bl), cand se foloseste cazeina ca matrice
bioincapsulanta (P1) sferozomii sunt numerosi, mai mici (cu diametere cuprinse intre
17.42 — 34.03 um) si cu tendinta de aglutinare (Figura 5.3.al). Bacteriile lactice (LAB)
Lb. casei 431® formeaza biofilme compacte in structura formatiunilor solzifome in
ambele variante (Figura 5.3.al si bl). Marcarea fluorescentd a probelor cu Congo Red
(Figura 5.3.a2 si b2) a confirmat rezultatele obtinute anterior, evidentiind dubla
incapsulare a compusilor biologic activi in sferozomii obtinuti in ambele variante
experimentale, probabil datoritda conditiilor de liofilizare. Deosebirea microstructurala
intre cele doua pudre constd in faptul cd biopudra 1 este mai find, prezinta sferozomi
uniformi, cu diametre mai mici comparativ cu iIncapsularea in inulind (P2) unde
sferozomii ating dimensiuni de 74.08-91.38um.

5.18.7. Testarea potentialului citotoxic al pudrelor co-microincapsulate

Activitatea anti-proliferativa in vitro a pulberilor co-microencapsulate

Efectul anti-proliferativ al bioprobelor co-microencapsulate care contin extracte de
fructe de corn a fost evaluat pe celule intestinale umane HT-29 prin testul Rosu Neutru
(NR). Datele obtinute au indicat un efect anti-proliferativ al ambelor tipuri de probe, intr-
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o manierd dependenta de concentratie (figura 5.4). Un efect al scaderii viabilitdtii celulare
sub 80% a fost detectat pentru concentratii de extracte mai mari de 100ug/mL. Valorile
ECso au fost calculate n intervalul de 750-1000 pg/mL, cu IPZ, inulina si bacterii lactice
si extract concentrat de fructe de corn ca avadnd cea mai puternicd activitate anti-

proliferativa.
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Figura 5.4 Efectul antiproliferativ al biopudrelor P1 si P2 pentru celulele intestinale umane HT-29
evaluate prin metoda Rosu Neutru la 24 si 48h. Rezultatele au fost exprimate ca procent in raport cu cultura
de control (netratata), considerata 100% viabila. Valorile reprezinta media + SD (n = 3).
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Investigarea microscopiei morfologiei celulelor tumorale a confirmat datele
cantitative (figura 5.5). Micrografele au ardtat o scadere dependentd de concentratie a
densitatii celulare pentru ambele tipuri de extract. Chiar daca celulele tratate si-au
mentinut fenotipul agregativ normal, viabilitatea si proliferarea celulard au fost grav
afectate incepand cu 250 si, respectiv, 750 pg/mL IPZ, inulina si L. casei si [PZ, cazeina
si bacterii lactice.
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Figura 5.5. Morfologia celulara a celulelor tumorale HT-29 cultivate in prezenta diferitelor concentratii de
pudrd co-microincapsulatd (P1 si P2), timp de 48 de ore. Bara de scald =50 pm.
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Studii anterioare au aratat efectul antitumoral dependent de doza al sucului de corn
de padure asupra diferitelor tipuri de celule canceroase umane prin efectul inhibitor
asupra viabilitatii diferitelor linii celulare canceroase (Hep-G2, Caco-2, HT-29, CT-26,
MCEF-7), inclusiv celulele canceroase de colon umane HT-29 (Tiptiri-Kourpeti si colab.,
2019). Recent, efectul antiproliferativ s-a gasit in corelatie cu continutul de polifenoli si
prezenta iridoidd, ca un constituent monoterpenoid major al cornului de padure
(Blagojevi¢ si colab., 2020). Spre deosebire de aceste studii care au propus concentratii
inhibitorii in intervalul de 1-10 mg/ml extract de corn, constatdrile noastre au sugerat
concentratii mult mai mici de extracte incapsulate care au redus viabilitatea celulelor HT-
29 cu 50%, Tn intervalul de 500-1000pg/mL. Aceste observatii comparative au evidentiat
faptul ca tehnica inovatoare de microincapsulare aplicata extractelor de fructe a fost
eficientd, in comparatie cu alte studii.

5.18.8. Citocompatibilitatea in vitro a pudrelor co-microincapsulate

Viabilitatea celulard a fost evaluatd in cultura celulard fibroblastica 1.929 prin
testul NR. Rezultatele au aratat cd ambele biopudre erau citocompatibile intr-0 maniera
dependentd de concentratie (Figura 5.6). Fara citotoxicitate (valori ale viabilitatii celulare
> 80%) a fost observat pentru concentratii testate intre 1-25 pg/ml din biopudra care
contine inulind, dupa 48 de ore de cultivare. In plus, s-a observat ci biopudrele au
stimulat proliferarea celulara la concentratii de 1 si 5 pg/ml, dupa 24 de ore de tratament.
La concentratii cuprinse intre 50-250 pug/ml a indus o scadere moderatd a viabilitatii
celulare (valori de 60-80%). Concentratii mai mari ale biopudrelor au scazut viabilitatea
celulara pani la 35%. In ceea ce priveste biopudra 1 datele au ilustrat citocompatibilitatea
acestuia (viabilitatea celularda >80%) pe o gama mai larga de concentratii intre 1-50 pg/ml
si citocompatibilitate moderata (60-80% viabilitate celulard) pe o gama de concentratii de
100-250 pg/ml, dupa 48 de ore de cultivare si chiar 500 pg/ml la 24 h de cultivare. La
concentratii mai mari de extract microencapsulat in IPZ, cazeind si bacterii lactice,
viabilitatea celulara a scazut pana la 30%.

Figura 5.6. Viabilitatea celulara a fibroblastelor L929 cultivate in prezenta pudrelor co- microincapsulate
de corn de padure, IPZ, inulina si bacterii lactice (a) si IPZ .

IPE + I + lactic bacteria IPZ + CH + lactic bacteria

* o L2 P

, cazeind si bacterii lactice (b) timp de 24 h si, respectiv, 48 h, determinate prin testul NR.
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Rezultatele au fost exprimate ca procent in raport cu cultura netratata (control), consideratd 100% viabila.
Valorile reprezintd media £ SD (n = 3). *p<0,05, comparativ cu proba martor.

Imaginile microscopice au ardtat ca celulele L929 cultivate in prezenta
biopudrelor si-au mentinut fenotipul fusiform normal, specific celulelor fibroblastice,
similar culturii martor, la concentratii scazute cuprinse intre 1-50 pg/mL (figura 5.7).
Celulele au fost distribuite omogen pe suprafatd, iar densitatea lor a fost comparabila cu
cultura de control. La concentratii cuprinse intre 50-250 pg/ml, densitatea celulard a fost
usor scdzutd, in timp ce la concentratii mai mari, unele modificari structurale ale
celulelor, cum ar fi formarea veziculelor, au fost observate in culturile tratate cu ambele
biopudre. Astfel, aceste observatii calitative ale microscopiei usoare au confirmat datele
cantitative Rosu Neutru.
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Figura 5.7. Morfologia celulara a celulelor L929 cultivate in prezenta diferitelor concentratii de pudre co-
microencapsulate, timp de 48 de ore. Bara scald = 50 pm.

5.18.9. Stabilitatea in timp a pudrelor co-microincapsulate
Stabilitatea compusilor bioactivi au fost verificate dupa trei luni de depozitare la 4°C
n intuneric (tabelul 5.5).

T

Tabel 5.5. Stabilitatea in timp a pudrelor co-microincapsulate

Pudri co-microincapsulata

Compus analizat Timp (zile)

Biopudra 1 Biopudra 2

0 50,05+0,94° 47,62+1,43

Activitatea antioxidantid (mMol TE/g s.u.) 21 49,73+2,35° 46,03+0,24%
90 46,33+1,01° 45,87+1,11°

0 9,67+0,12° 9,79+0,15°

Continut de polifenoli (mg GAE/g s.u.) 21 9,65+0,07° 9,75+0,02°
90 9,57+0,08° 9,5410,02°

0 5,59+0,51° 5,94+0,24*

Continut de flavonoide (mg CE/g s.u.) 21 5,65+0,31° 5,81+0,41°
90 5,85+0,65° 5,67+0,33%

0 32,14+0,97° 32,29+0,26°

Continut de antociani mg C3R/g s.u.) 21 14,62+1,12° 17,26+0,81%
90 10,64+0,66" 13,35+0,37%
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Pentru fiecare compus fitochimic testat si fiecare timp de stocare (21, 90 de zile), valorile care se afla pe
acelasi rand care nu au aceleasi litere mici sunt diferite statistic la p < 0,05 pe baza metodei Tukey si a
intervalului de Tncredere de 95%.

Conform tabelului 5.5 si in corelatie cu rezultatele obtinute initial (T0), imediat
dupa finalizarea procesului de liofilizare, se poate observa o eliberare constanta a
compusilor biologic activi pe parcursul depozitdrii biopudrelor. Dupd 21 de zile de
depozitare in conditii de intuneric la 4°C existd un continut mai mare de compusi
bioactivi (TPC, TPC, TAC) pentru pudra IPZ: Inulina L. casei comparativ cu pudra IPZ:
Cazeina:L. casei. In schimb valoarea activittii antioxidante este mai crescuti pentru
IPZ:Cazeini: L. casei. Dupi 90 de zile de depozitare in conditii de intuneric la 4°C, pudra
IPZ: Inulind L. casei manifesta o capacitate antioxidantd mai mare, alituri de TPC si
TPC, in timp ce continutul de antociani este vizibil mai redus.

Rezultatele obtinute au fost analizate cu ajutorul modelului cinetic de ordin I, care
a permis estimarea constantelor vitezelor de degradare a compusilor biologic activi si
timpul de injumatatire a concentratie lor pentru cele doua biopudre.

In figura 5.8. sunt prezentate dreptele de regresie liniard, care descriu evolutia
continutului de polifenoli (a), antociani (b) pe parcursul celor 90 de zile de depozitare.
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Figura 5.8. Dreptele de regresie liniara, care descriu evolutia continutului de polifenoli (a), antociani (b) pe

parcursul celor 90 de zile de depozitare.

Parametrii cinetici sunt prezentati in Tabelul 5.7.

Tabel 5.7. Parametrii cinetici (K si ty;) estimati conform modelului cinetic de ordin I la depozitarea
biopudrelor
IPZ:cazeini:L.casei

. IPZ:inulina:L.casei
Parametri

e Polifenoli Antociani Activitate . . .. Activitate
cinetici L . Polifenoli Antociani .. -
antioxidanta antioxidantd

kx107® (zile™) 0,11+0,01 10,36+1,24 0,92+0,09 0,23+0,07 8,29+0,98 0,23+0,07
ty, (zile) 6019,51+2,35 66,88+1,67 752,43+2,56 3009,75+5,67  83,60+2,46 3009,75+4,57

Din rezultatele prezentate in Tabelul 5.7. se poate observa o viteza mai mare de
degradare a antocianilor in varianta de biopudra IPZ:cazeina:L.casei, in timp ce
continutul de polifenoli se degradeaza cu o vitezd mai mare in varianta cu inulina.
Degradarea antocianilor din biopudra IPZ:cazeina:L.casei are un impact mai mare asupra
vitezei de degradare a activitatii antioxidante in timp. Timpul de Injumadtatire a
concentratiilor de compusi biologic activi este semnificativ, cu circa 67 de zile pentru
continutul de antociani in biopudra IPZ:cazeina:L.casei si semnificativ mai mare in
biopudra IPZ:inulina:L.casei, de circa 84 de zile. Se remarca de asemenea, timpul de
injumatatire de ordinul 6000 si respectiv 3000 zile pentru polifenoli si activitatea
antioxidanta. Aceste rezultate sustin stabilitatea excelentd a compusilor biologic activi in
cele doua variante experimentale.

Rezultatele obtinute sunt in acord cu (Moser si colab., 2017) care a concluzionat
faptul ca sucul de struguri incapsulat cu maltodextrind si proteina din soia sau zer prin
uscare prin pulverizare a avut o stabilitate ridicata pe parcursul celor 150 de zile de
depozitare.



Cercetari biotehnologice de obtinere a unui produs cu valoare adaugata pe baza de extracte vegetale si proteine

2021

luliana-Maria ENACHE

5.18.10. Viabilitatea bacteriilor lactice
Viabilitatea bacteriilor lactice a fost testatd imediat dupa liofilizare, cat si dupa 21
si 90 de zile de patrare la 4°C, la intuneric (Tabel 5.7.)

Tabel 5.7. Viabilitatea L. casei din pudrele co-microincapsulate

Varianta 0 21 zile 90 zile
Biopudra 1 (UFC/g s.u.) 8,02 x 10° 7,51 x 10° 1,52 x 10°
Biopudra 2 (UFC/g s.u.) 8,10 x 10° 7,67 x 10° 3,86 x 10°

Sultana si colab., (2000) si Vidhyalakshmi si colab., (2009) au studiat efectele
incapsuldrii in alginat-amidon asupra supravietuirii Lactobacillus acidophilus si
Bifidobacterium spp. in iaurt pe o perioada de 60 de zile. Acesti autori au demonstrat ca
supravietuirea culturilor incapsulate de L. acidophilus si Bifidobacterium spp. a aratat o
scadere a numarului viabil de aproximativ 0,5 log UFC/g s.u., pe o perioada de 60 de zile,
in comparatie cu o scadere de 1 log UFC/g s.u. pentru celulele libere. Pudrele co-
microencapsulate au aratat o scadere a celulelor viabile de L. casei 431® dupa 90 de zile,

cu doar 0,5 log UFC/g s.u. (Enache si colab., 2020Db).

5.19. Concluzii partiale
In acest capitol a fost exploatatd oportunitatea de a folosi fructul de corn de padure ca
sursa naturald de compusi biologic activi. Astfel, scopul acestui studiu a fost extragerea
polifenolilor, antocianilor si a flavonoidelor din fructele de corn si co-microincapsularea
acestora cu bacterii lactice, in vederea obtinerii de ingrediente cu functionalitdti multiple,
produse nutraceutice si/sau pentru aplicatii alimentare.

Tn urma experimentelor realizate in cadrul acestui capitol se desprind urmitoarele
concluzii:
A Extractul s1 bacteriile lactice au fost co-microincapsulate in doud variante, care au
utilizat izolatul proteic din zer si cazeina sau inulind, cu o eficientd de incapsulare de
77,97 - 79,03% pentru antociani si 100% pentru bacterii lactice.
B. Tehnica de uscare prin inghetare a permis obtinerea a doua biopudre de culoare
roz-rosie, cu un continut semnificativ de compusi bioactivi si celule viabile de 10° UFC/g
S.u.
C. Analiza morfologiei si structurii biopudrelor au aratat prezenta compusilor
bioactivi din fructele de corn in cadrul unor formatiuni mari cu dimensiuni diferite,
sugerand o dubla incapsulare a compusilor biologic activi.
D. In mod semnificativ, biopudra care utilizeazi inulini a aritat activitate
antioxidanta si antidiabeticd remarcabile, cu un efect inhibitor mare impotriva a-amilazei
si una mai mica pentru a-glucozidaza.
E. Testul de stabilitate in timp de 90 de zile la 4° C a permis modelarea variatiei
continutului de compusi biologic activi cu ajutorul modelului cinetic de ordin I, care a
permis estimarea constantelor vitezelor de degradare si a timpului de injumétatire a
concentratiei lor in pudre.
F. S-a evidentiat o stabilitate ridicatd a polifenolilor si mai mica a antocianilor,
pastrand activitatea antioxidanta.
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G. Modelul de digestibilitate in vitro a evidentiat o eliberare semnificativa de
antociani in conditii gastrice simulate si o crestere in prezenta sucului intestinal simulat
de aproximativ 14% (biopudra 1) si 38 % (biopudra 2) dupd 120 min de digestie.

Asadar, studiul realizat demonstreaza potentialul de dezvoltare a ingredientelor
multifunctionale, furnizate atat de compusii bioactivi din surse vegetale, cat si de
bacteriile lactice, pentru aplicatii ca nutraceutice sau in produsele alimentare. Sunt
necesare studii suplimentare pentru a demonstra eficienta acestor pulberi pentru efectele
conexe asupra sanatatii, cum ar fi hipocolesterolemice, anti-cancer, efect antiinflamatorii
etc.
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CAPITOLUL 6. Strategii de valorificare a bioingredientelor cu functii
multiple in dezvoltarea de produse alimentare cu valoare adaugata

6.2. Obiectivele studiului

Capitolul 6 intitulat Strategii de valorificare a bioingredientelor cu functii
multiple in dezvoltarea de produse alimentare cu valoare addugatd se urmaresc
urmatoarele obiective stiintifice:
Ol. Formularea de produse alimentare imbogatite cu pudrd co-microincapsulatd pe baza
de fructe de corn.
0O2. Cuantificarea continutului de compusi biologic activi din produsele alimentare
rezultate.
O3. Testarea potentialului antioxidant al produselor alimentare realizate.
0O4. Determinarea viabilitatii bacteriilor probiotice din produsele alimentare alese.

.....

alimentare obtinute.

6.3. Materiale si metode

Testarea profilului chimic al produselor alimentare se realizeaza prin
caracterizarea acestora privind viabilitatea bacteriilor probiotice (cu ajutorul mediului de
culturda MRS Agar), a activitatii antioxidante (folosind radicalul liber DPPH) sicontinutul
de: polifenoli totali (prin metoda Folin-Ciocaltau), flavonoide totale (utilizind metoda
colorimetrica AICI3) si antociani totali (prin metoda pH-ului diferential).

6.6. Scheme tehnologice de obtinere a unor variante experimentale de produse cu
valoare adiaugata

Crema pentru prdjituri s-a obtinut utilizand urmatoarele ingrediente: 100 g unt,
87,5 g zahdr pudrd, 37,5 lapte si 4 g zahar vanilat. Raportul procentual al ingredientelor
utilizate pentru realizarea cremei pentru prajituri este 43,67 : 38,21 : 16,37 : 1,75.


https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/
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Tabel 6.1. Produse alimentare realizate
Raport procentual Codificare  Cantitate de pudra  Substanta

Varianta biopudra

pudra proba adaugata uscata

Biopudra 1 2% V1 0,509 82,65%
Biopudra 2 5% V2 1,25¢g 83,95%
Biopudra 1 2% V3 0,509 83,92%
Biopudra 2 5% V4 1,25¢g 83,93%
Proba martor N.A. VM N.A. 82,59%

Probele au fost realizate in conditii sterile si cu respectarea normelor de protectie
aplicabile in laboratoarele de cercetare. Fiecare retetd de crema pentru prajituri cu adaos
de pudra co-microincapsulatd pe baza de fructe de corn a fost realizata conform schemei
tehnologica de obtinere a produselor alimentare din figura 6.1.

‘ Dozare materii prime |

Lapte unt Zahar pudra Zahar vanilat

A\ 4

Pasteurizare
y A 4 A 4

| Mixarea materii prime |

'

‘ Omogenizare materii prime |

v

| Obtinerea cremei pentru prajituri |

v

| Sterilizarea cremei pentru prajituri |
Dozarea biopudrelor in patru fractiuni corespunzatoare pentru
V1,V2,V3si V4
Mixarea cremei pentru prajituri cu fiecare dintre cele 4
fractiuni

v

Omogenizarea amestecului format pentru fiecare proba

Obtinerea celor patru variante de produse alimentare si a
probei martor

v v v v v

| vi | v | v | wvia | v™M |

Figura 6.1. Schema tehnologica de obtinere a produselor alimentare
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6.9. REZULTATE SI DISCUTII
6.9.1. Profilul chimic al produselor realizate

Pentru a testa eficienta pudrelor co-microincapsulate in ceea ce priveste
functionalitatea, fiecare pudrd a fost addugatd intr-o crema pentru prdjituri in diferite
raporturi aleatorii de 2% si 5%. Probele de crema pentru prajituri cu valoare adaugata au
fost testate din punct de vedere fitochimic si al activitatii antioxidante, precum si al
viabilitatii Lactobacillus casei pe parcursul a 7 zile de depozitare la 4-6°C. n paralel, s-a
obtinut un test de control, fara adaugarea de pudra, conform tabelului 6.2.

Compus analizat

Activitatea antioxidanta
(mMol TE/g s.u.)

C
32.46+136° 3453+232° 2069+238°  3121+197° 0842003

Continut de polifenoli (mg

3,93+0,46" 4,76+0,36° 3,92+0,09" 4,78+0,27° 0,78+0,08°
GAE/gs.u.)

Continut de flavonoide

1,15+0,01° 1,130,042 1,11+0,04° 1,11+0,03° 0,55+0,08°
(mg CE/g s.u.)

Continut de antociani mg

14,174229*  14,44+1,16°  14,86+1,88*  16,23+2,29°  0,13%0,02°
C3R/gs.u.)

Pentru fiecare compus fitochimic testat, valorile care se afld pe acelasi rand care nu au aceleasi litere mici
sunt diferite statistic la p < 0,05 pe baza metodei Tukey si a intervalului de incredere de 95%.

Tabelul 6.2. evidentiazd tendinta de crestere a concentratiei de compusi bioactivi
(antociani, polifenoli si flavonoide) pentru ambele variante de crema pentru prajituri cu
adaos de 5% pudra co-microincapsulata (V2 si V4), comparativ cu variantele V1 si V3.

Comparativ cu proba martor (VM), se poate observa faptul ca adaugarea de
biopudre in crema pentru prajituri influenteaza semnificativ continutul de compusi
biologic activi (antociani, polifenoli si flavonoide) si activitatea antioxidanta a produselor
alimentare realizate. Variantele experimentale au prezentat un continut semnificativ mai
mare pentru toate categoriile (Tabel 6.2.) cu impact asupra activitatii antioxidante.

6.9.2. Stabilitatea la depozitare a produsului alimentar la 3 sila 7 de zile

Realizarea profilului de stabilitate a compusilor biologic activi al produselor
alimentare s-a efectuat prin determinarea continutului de antociani, polifenoli si
flavonoide si a activititii antioxidante dupa 3, respectiv 7 zile de depozitare la 4 °C, la
Tntuneric. Rezultatele obtinute sunt redate in tabelul 6.3.
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Tabel 6.3. Stabilitatea la depozitare a produselor alimentare realizate

Compus analizat

(zile) V1 V2 V3 V4 VM

Timp Produse alimentare imbogitite cu adaos de pudre co-microincapsulate

Activitatea antioxidanti 3 24,92+0,57%  26,99+1,60° 10,25+1,62° 17,61+0,96° 0,82+0,03°

(mMol TE/g s.u.)

13,06+£0,43*  18,05+0,19°  9,91+0,19°  14,85+0,27* 0,81+0,15°

Continut de polifenoli

455+0,28°  525+0,38°  3,95+0,18°  5,27+0,07°  0,75+0,08°

(mg GAE/g s.u.)

3,50+0,19°  4,35+0,12°  4,34+0,15°  5,18+0,26°  0,70+0,07°

(mg CE/g s.u.)

1,29+0,082  1,29+0,03°  1,25+0,07%  1,40+0,05°  0,56+0,07°

Continut de antociani

7
3
7
Continut de flavonoide 3 1,33£0,010*  1,38+0,02° 1,1540,10° 1,48+0,06°  0,64+0,02°
7
3

13,83+1,53%  14,17+1,35° 14,19+2,81° 14,57+1,07° 0,12+0,01°

mg C3R/g s.u.) 7 12,66+1,11*  13,97+1,73° 13,24+0,80°  14,06+2,06° 0,10+0,01°

Pentru fiecare compus fitochimic testat si fiecare timp de stocare (3 si 7 zile), valorile care se afla pe acelasi
rand care nu au aceleasi litere mici sunt diferite statistic la p < 0,05 pe baza metodei Tukey si a intervalului
de Tncredere de 95%.

Conform tabelului 6.3., toate variantele de produse prezinta o scadere a capacitatii
antioxidante si a compusilor bioactivi la 3, respectiv 7 zile de depozitare. Toate cele patru
variante de crema pentru prdjituri imbogatite cu adaos de pudre co-microincapsulate
variante au ardtat o activitate antioxidanta crescutd in comparatie cu proba martor.

6.9.3. Viabilitatea bacteriilor lactice

Testarea potentialului probiotic al celor patru variante de crema pentru prajituri cu
adaos de pudrd co-microincapsulatd pe baza de fructe de corn se realizeza imediat dupa
realizare, dar si ulterior, dupd 7 zile de depozitare la 4°C in conditii de intuneric.
Rezultatele obtinute sunt evidentiate in tabelul 6.4.

Tabel 6.4. Viabilitatea bacteriilor lactice Tn produsele alimentare realizate

Produs alimentar 0 (UFC/gs.u.) 7 zile (UFC/ g s.u.)
V1 2,63x 10’ 1,58 x 10’
V2 7,57 x 10’ 5,73 x 10’
V3 1,16 x 10° 3,15x 10’
V4 1,59 x 10° 7,76 x 10’
V.M. N.A. N.A.

*N.A. — neaplicabil

Viabilitatea bacteriilor lactice in produsele alimentare realizate variaza intre 2,63 x
10" (V1) si 1,59 x 10® (V4) UFC/g s.u.,, la momentul TO. Viabilitatea L. casei din crema
pentru prajituri cu adaos de biopudre co-microincapsulate prezintd o usoara scadere la 7
zile de depozitare,respectiv: 0,60 log pentru V1, 0,75 log pentru V2, 0,27 log pentru V3 si
0,48 log pentru V4, dar toate probele analizate pot fi considerate produse probiotice
functionale datoritd prezentei bacteriilor lactice in produsele alimentare studiate in
cuantum de 10’ UFC/g s.u.
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Figura 6.2 prezintd imagini reprezentative pentru testarea viabilitdtii bacteriilor
lactice din crema pentru prajituri cu adaos de pudra co-microincapsulata.

Figura 6.2. Viabilitatea bacteriilor lactice din produsele alimentare realizare: a — V2, b -V4

Cui si colab., (2018) a studiat efectele diferitelor metode de uscare asupra calitatii,
viabilitatii bacteriene si a stabilitdtii de depozitare a gustarilor cu mere imbogdtite cu
probiotice. S-a demonstrat faptul ca bacteriile probiotice din probele uscate prin congelare

urmata de uscarea in vid cu microunde au ramas peste 1x10° UFC/g timp de 120 de zile
la 25°C.

6.10. Concluzii partiale

Inlocuirea aditivilor alimentari sintetici de cdtre omologii lor naturali reprezinta o
provocare pentru specialistii din industria alimentard, iar antocianii au castigat un interes
din ce in ce mai mare ca pigmentii alimentari naturali rosii, purpurii si albastri.

Dat fiind faptul ca fructul de corn reprezinta o sursa importantd de antociani cu
efect antioxidant, se propune dezvoltarea a patru variante de crema pentru prajituri cu
adaos de pudra co-microincapsulata pe baza de fructe de corn, respectiv V1, V2, V3 si
V4.

In urma experimentelor efectuate in cadrul acestui capitol, se pot extrage
urmatoarele concluzii:

A Comparativ cu proba martor (VM), probele experimentale au un continut crescut
de compusi bioactivi (3,92-4,78 mg GAE/g s.u. pentru continutul de polifenoli, 1,11-1,15
mg CE/g s.u. continutul de flavonoide, 14,17-16,23 mg C3R/g s.u. continutul de
antociani) corelat cu o capacitate antioxidanta semnificativa de 29,69 -34,53 mMol TE/g
S.u.

B. Pentru toate cele patru variante de produse alimentare realizate se mentine un
continut semnificativ de compusi bioactivi pe toata perioada de depozitare, corelat cu
activitatea antioxidanta a acestora.

C. Produsele obtinute prin adaos de biopudre co-microincapsulate pot fi incadrate n
categoria produselor probiotice functionale, deoarece numarul de bacterii lactice viabile
se mentin la valori peste 10° UFC/g s.u., chiar si dupa 7 zile de depozitare, Tn conditii
controlate de temperatura.

In concluzie, toate cele patru variante de cremi pentru prajituri cu adaos de
biopudre co-microincapsulate de fructe de corn reprezintd o alternativa de utilizare in
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realizarea produselor de cofetarie cu valoare addugata si functionalitate multipld, data de
potentialul probiotic si antioxidant.

6.11. Bibliografie
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CAPITOLUL 7. Concluzii finale

v Provocarile actuale ale omenirii in ceea ce priveste alimentatia la nivel mondial
reprezintd un subiect controversat care fac obiectul a numeroase studii si care inglobeaza
o serie de necesitati si dorinte din ce in ce mai greu de realizat.

v In societatea contemporana, dieta zilnica este saraca din punct de vedere nutritiv,
dar bogata in compusi de sinteza fara valoare nutritiva pentru organismul uman.
v Inlocuirea acestora cu compusi din surse naturale reprezintd tranzitia spre o viata

echilibratd din punct de vedere nutritional, dar si pentru dezvoltarea armonioasa a
intregului organism.

v Versatilitatea utilizarii fructelor de corn in industria alimentara (in stare proaspata
sau procesatd) si n medicind homeopata (pentru a ameliora sau trata diverse afectiuni) a
condus la studierea acestor fructe din punct de vedere fitochimic, morfologic sau
medicinal.

v Fiind o sursd importantd de compusi bioactivi, fructul de corn este unul dintre
fructele de padure insuficient valorificate la nivel national, asa cum reiese si din
Chestionarul privind consumul de fructe de corn, aplicat pe un esantion de 71 de indivizi
de origine romana.

v Conform acestui studiu, un procent 79,7% considera faptul ca fructele de corn pot
fi consumate doar in stare proaspata, ceeea ce reduce considerabil posibilitatea de a le
introduce in alimentatie pe parcursul intregului an.

v Fructul de corn reprezintd o resursa naturala de origine vegetald insuficient
exploatatd si valorificatd pe teritoriul Romaniei, cu un aport nutritiv considerabil si
multiple beneficii pentru sandtatea individului.

v Cornul a fost caracterizat din punct de vedere al incadrarii taxonomice, distributiei
geografice la nivel mondial si national, precum si a factorilor de favorabilitate sau
restrictivitate de pe teritoriul Romaniei utilizand tehnologia GIS si Incadrarea pe clase de
favorabilitate la nivelul fiecarui judet al tarii.

v In lucrare au fost descrise principalele caracteristici generale, biologice,
etimologice si de morfologie ale plantei, precum si importanta economica a acesteia si
pretabilitatea utilizarii ei de cdtre om.

v Ca urmare a realizarii validarii modelului prin metoda GIS s-a obtinut o rata de
validare de 83,5% fapt care evidentiaza corectitudinea intocmirii bazelor de date primare,
corectitudinea metodologiei propuse ca fundament a analizei spatiale si propune
implementarea modelului Tn cadrul teritoriului analizat.

v Metoda de extractie aplicatad, care a constat Intr-o combinatie de extractie
hidroalcoolica solid-lichid si extractie asistata cu ultrasunete, in conditii nedenaturante au
permis obtinerea unui extract concentrat cu un continut ridicat de polifenoli, flavonoide,
antociani monomeric

v Profilul cromatografic al extractului de fructe de corn indicad prezenta cianidin-3-
rutinozidului si a cianidin-3-glucozidului ca antociani majoritari, reprezentdnd mai mult
de 78% din continutul total de antocianine.
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v Analiza colorimetricd a confirmat continutul ridicat de antociani, n special
cianidin-3-rutinozid, responsabili de culoarea rosie extractului.

v Asa cum era de asteptat, continutul de vitamina C a variat astfel: fruct
proaspat<fructul liofilizat<extractul din fructe de corn;

v Unul dintre obiectivele acestui studiu a fost extragerea polifenolilor, antocianilor
si a flavonoidelor din fructele de corn si co-microincapsularea acestora cu bacterii lactice
si proteine din zer, in vederea obtinerii de ingrediente cu functionalitati multiple pentru
aplicatii alimentare.

v Extractul si bacteriile lactice au fost co-microincapsulate in izolat proteic din zer
alaturi de cazeina sau inulind, cu o eficientd de incapsulare de circa 78-79% pentru
antociani si 100% pentru bacteriile lactice.

v Tehnica de liofilizare a permis obtinerea a doud biopudre de culoare roz-rosie, cu
un continut semnificativ de compusi bioactivi si celule viabile, de ordinul 10° UFC/g s.u.

v Analiza morfologiei si structurii pulberii incapsulate a aratat prezenta compusilor
bioactivi din fructele de corn in cadrul unor formatiuni mari cu dimensiuni diferite.

v In mod semnificativ, biopudrele au prezentat activitate antioxidanti si
antidiabeticd remarcabile, cu un efect inhibitor mare impotriva a-amilazei si una mai
redusa pentru a-glucozidaza.

v Studiile realizate asupra profilului citotoxic si antiproliferativ al biopudrelor
releva importanta utilizarii procesul inovator de co-microincapsulare aplicat extractelor
de fructe de corn.

v Astfel, concentratii mult mai mici de biopudre au redus viabilitatea celulelor HT-
29 cu 50%, in intervalul de 500-1000pg/mL, comparativ cu alte studii.
v Testul de stabilitate in timp de 90 de zile la 4° C a permis modelarea variatiei

continutului de compusi biologic activi cu ajutorul modelului cinetic de ordin I, care a
permis estimarea constantelor vitezelor de degradare si a timpului de injumétatire a
concentratiei lor In pudre

v Modelul de digestibilitate in vitro a evidentiat o eliberare semnificativa de
antocianine 1n conditii gastrice simulate si o crestere in prezenta sucului intestinal
simulat de aproximativ 14% (biopudra 1) si 38% (biopudra 2) dupa 120 min de digestie.

v Comparativ cu proba martor (VM), toate probele experimentale au un continut
crescut de compusi bioactivi corelat cu o capacitate antioxidanta semnificativa.
v Produsele obtinute prin adaos de biopudre co-microincapsulate pot fi incadrate n

categoria produselor probiotice functionale, deoarece numarul de bacterii lactice viabile
se mentin la valori peste 10° UFC/g s.u., chiar si dupd 7 zile de depozitare, in conditii
controlate de temperatura.

v Valoarea addugata a fost demonstratd prin dezvoltarea unor variante
experimentale de creme pentru prdjituri, care au aratat ca atat culoarea, cat si continutul
de compusi biologic activi, pe langd activitatea antioxidantd, au fost semnificativ mai
mari in comparatie cu proba de control.

v Asadar, studiul realizat demonstreazd potentialul de dezvoltare al ingredientelor
multifunctionale, furnizate atat de compusii bioactivi din surse vegetale, cat si de
bacteriile lactice, pentru aplicatii ca nutraceutice sau in produsele alimentare.
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v Sunt necesare studii suplimentare pentru a demonstra eficienta acestor pulberi
pentru efectele conexe asupra sanatatii, cum ar fi hipocolesterolemice, efecte
antiinflamatorii
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CAPITOLUL 8. Contributii personale si perspective de continuare a
studiilor

1. Contributii originale

In cadrul prezentei lucriri, contributiile originale sunt:

1. Descrierea si caracterizarea cornului de padure din punct de vedere etimologic,
biologic, morfologic si al importantei economice.

2. Tntocmirea profilului fitochimic al fructelor de corn.

3. Realizarea de harti georgrafice care evidentiaza factorii de favorabilitate/
restrictivitate ai plantei pe teritoriul Romaniei.

4. Extractia si caracterizarea compusilor biologic activi ai fructului de corn.

5. Co-microincapsularea compusilor bioactivi ai fructului de corn cu proteine,
polimeri si bacterii lactice cu scopul obtinerii unor pudre stabile cu efect simbiotic.

6. Realizarea profilului chimic al pudrelor co-microincapsulate, precum si
antocianilor in conditii simulate (in vitro), a activitatii biologice, a morfologiei
micropartarticulelor prin microscopie confocald, a stabilitatii compusilor bioactivi si a
viabilitatii bacteriilor lactice.

7. Testarea potentialului antioxidant, probiotic, citotoxic si antiproliferativ al
pudrelor co-microincapsulate pe baza de extract de fructe de corn.

8. Testarea pudrelor obtinute In matrici alimentare pentru evidentierea calitatii
acestora ca produse nutraceutice cu valoare adaugata.

2. Perspective de continuare a studiilor:

In ceea ce priveste perspectivele de cercetare a fructelor de corn, se previd
urmatoarele:

1. Tntocmirea forumulei ecologice si a fisei ecologice pentru Cornus mas.

2. Obtinerea drepturilor de proprietate intelectualda pentru pudrele co-
microincapsulate si pentru produselor alimentare realizate.

3. Analiza texturala a produselor alimentare realizate.

4. Analiza reologica a produselor alimentare realizate.

5. Testarea pudrelor co-microincapsulate din punct de vedere al digestibilitatii in
vitro a bacteriei probiotice Lactobacillus casei.

6. Determinarea stabilitatii la depozitare a pudrelor co-microincapsulate la 365 de
zile .

7. Realizarea profilului colorimetric al pudrelor co-microincapsulate la 365 de zile.

8. Determinarea vitaminei C din pudrele co-microincapalate si din produsele
alimnetare realizate.

9. Cuantificarea informatiilor nutritionale pentru produsele alimentare realizate.

10. Valorificarea compusilor biologic activi prin co-microincapsulare a altor fructe
(afine, agrise, capsuni, coacaze, corcoduse, dude, mure, pepene, porumbele, zmeura etc)
si legume (bob, fasole verde, morcov, pastarnac, telind etc).
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CAPITOLUL 9. Lista publicatiilor

Diseminarea rezultatelor cercetarii derulatd pe parcursul celor 4 ani de stagiu
doctoral se concretizeaza prin publicarea a 3 articole cotate ISI (1 in zona rosie —Q1, 1 in
zona galbena —Q2 si 1 1n zona gri —Q3), 1 articol indexat BDI, 2 articole aflate Tn curs de
elaborare/ publicare, 1 conferintd internationald In strainatate, 9 conferinte internationale
in Romania, 1 proiect de mobilitate pentru cercetatori si 1 premiu castigat la o conferinta
internationala, dupa cum urmeaza:

A. ARTICOLE PUBLICATE
A.1. Articole cotate ISI
1. luliana-Maria Enache; Aida Mihaela Vasile; Elena Enachi; Viorica Barbu;
Nicoleta Stanciuc; Camelia Vizireanu; Co-microencapsulation of anthocyanins from
black currant extract and lactic acid bacteria in biopolymeric matrices, Molecules 2020,
25, 1700, p. 1-12. doi: 10.3390/molecules25071700, Q2, Impact Factor = 3,060
2. luliana-Maria Enache; Aida Mihaela Vasile; Elena Enachi; Viorica Barbu;
Nicoleta Stanciuc; Camelia Vizireanu; Co-microencapsulation of of anthocyanins from
cornelian cherry fruits and lactic acid bacteria in biopolymeric matrices by freeze-
drying: evidences on functional properties and applications in food, Polymers, 2020, 12
(4), 906, p. 1-12, doi: 10.3390/polym12040906, Q1, Impact Factor = 3,164
3. luliana-Maria Enache; Coman Gigi; Sanda Rosca; Camelia Vizireanu; Liliana
Mihalcea; Optimization conventional extraction of bioactive compounds from Cornus
mas by RSM and determination of favourability factors by GIS technique, Notulae
Botanicae Horti Agrobotanici Cluj-Napoca, 2021, Volume 49, Issue 2, Article 12307,
DOI: 10.15832/nbha[12307] Q3, Impact Factor =1,168 (2020)

A.2. Articole indexate in baze de date internationale (BDI)

1. luliana  Maria  Enache;  Nicoleta  Stanciuc; Camelia  Vizireanu;
Microencapsulation of biologically active compounds from cornelian cherry fruits with
whey protein isolate and accacia gum, Multidisciplinary Conference on Sustainable
Development, Filodiritto International Proceedings, 2019, p. 435-439, ISBN 978-88-
85813-60-1

A.3. Articole aflate Tn curs de publicare

1. luliana Maria Enache; Oscar Benito-Roman; Gigi Coman; Camelia Vizireanu;
Nicoleta Stanciuc; Doina Georgeta Andronoiu; Liliana Mihalcea, ;Maria Teresa Sanz;
Extraction optimization and valorization of the cornelian cherry fruits extracts:
evidences on phytochemical profile and food applications, submis la Applied Sciences

2. luliana Maria Enache, Oana Craciunescu, Ana-Maria Prelipceanu, Aida Mihaela
Vasile, Anca Oancea, Elena Enachi, Vasilica Barbu, Nicoleta Stianciuc and Camelia
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Vizireanu, Co-microencapsulation of anthocyanins from cornelian cherry (Cornus mas)
fruits with lactic acid bacteria in high antioxidant, anti-proliferative and cytotoxic
derivative freeze dried powders, in elaborare.

B. CONFERINTE
B.1. CONFERINTE INTERNATIONALE IN STRAINATATE
1. luliana-Maria Enache, Gigi Coman, Oscar Benito Roman, Sagrario Beltran Calvo,
Camelia Vizireanu, Liliana Mihalcea, Biocompounds evaluation for Cornus mas fruits by
ultrasound-assisted extraction, European Biotechnology Congress, Praga, Cehia, 24-
26.09. 2020, Book of abstract p 588, https://www.tandfonline.com/toc/tbeq20/35/supl

B.2. CONFERINTE INTERNATIONALE iN ROMANIA

1. luliana Enache, Nicoleta Stanciuc, Camelia Vizireanu, Extraction and
characterization of phytochemical compounds from cornelian cherry, Scientific "Dunarea
de Jos" University of Galati, Conference of Doctoral Schools, The 6th Edition, 7 -
8.06.2018, Book of Abstract p.181

2. luliana-Maria Enache, Nicoleta Stanciuc, Camelia Vizireanu,
Microencapsulation of biologically active compounds from cornelian cherry fruits wih
whey proteins isolate and accacia gum, Banat’s University of Agricultural Sciences and
Veterinary Medicine "King Michael I of Romania" Timisoara, The 2nd International
Conference on Life Sciences, 23 - 24.05.2019, Book of Abstract p. 29

3. luliana Enache, Nicoleta Stanciuc, Camelia Vizireanu, Cornelian cherry, an
important source of biologically active compounds, University of Agronomic Sciences
and Veterinary Medicine of Bucharest, The 8th edition of the Intrenational Conference
Agriculture for Life, Life for Agriculture, 6 — 8.06.2019, Book of Abstract p. 51

4, luliana-Maria Enache, Nicoleta Stanciuc, Camelia Vizireanu, The biologically
active compounds from cornelian cherry - a good source of natural pigments, "Dunarea
de Jos" University of Galati, Scientific Conference of Doctoral Schools, The 7th Edition,
13 - 14.06.2019, Book of Abstract p. 225

5. luliana Maria Enache, Nicoleta Stanciuc, Camelia Vizireanu, The cornelian
cherry - a versatile source of vitamins and biologically active compounds used in food
industry, Dunarea de Jos" University of Galati, The 9th International Symposium
EuroAliment, Facultatea de Stiinta si Ingineria Alimentelor Galati, 5 - 6.09.2019, Book of
Abstract p. 62

6. luliana-Maria Enache, Nicoleta Stanciuc, Livia Patrascu Camelia Vizireanu,
Photocolorimetric analysis of Cornus mas fruit using the CIELAB color system,
Universitatea de Stiinte Agricole si Medicina Veterinara Cluj-Napoca, 18th International
Conference "Life Sciences for Sustainable Development”, 26 —28.09.2019, Book of
Abstract p.401

7. luliana-Maria Enache, Liliana Mihalcea, Camelia Vizireanu, Conventional
extraction optimization and HPLC identification of bioactive compounds from cornelian
cherry fruits, Dunarea de Jos" University of Galati, Scientific Conference of Doctoral
Schools, The 8th Edition, 18 - 19.06.2020, Book of Abstract 231
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8. luliana-Maria Enache, Gigi Coman, Liliana Mihalcea, Camelia Vizireanu,
Ultrasound-assisted extraction optimization of cornelian cherry fruits and quantitative
evaluation of bioactive compounds by HPLC, University of Agricultural Sciences and
Veterinary Medicine from Cluj-Napoca, The 19th International Conference “Life
Sciences for Sustainable Development”, 24 - 26.09.2020, Book of abstract, p. 275

9. luliana-Maria Enache, Anna Busuioc (Cazanevscaia), Rodica Mihaela Dinica,
Camelia Vizireanu, Ascorbic acid and total antioxidant capacity of the cornelian cherry
fruits, “Dunarea de Jos” University of Galati, Scientific Conference of Doctoral Schools,
9th Edition, 10 — 11.06.2021, Book of abstract, p. 246

C. PROIECTE
1. 01-15.11.2019, Director de proiect, Proiect de mobilitate pentru cercetatori, PN-
[11-P1-1.1-MC-2019-1908, Universidad de Burgos, Spania, Domeniul Stiintele vietii
aplicate si Biotehnologii, Contract de finantare pentru executie proiecte nr. 411 din
26/11/2019.

D. PREMII SI DISTINCTII
1. Honorable Mention pentru lucrarea Conventional extraction optimization and
HPLC identification of bioactive compounds from cornelian cherry fruits, “Dunarea de

Jos” University of Galati, Scientific Conference of Doctoral Schools, The 8th Edition,
18 - 19.06.2020



