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INTRODUCERE

Teza de doctorat intitulata ,Proiectarea de ingrediente noi pe baza de compusi
bioactivi din vinete pentru diferite aplicatii in industria alimentara” a avut ca scop
studierea si valorificarea compusilor biologic activi (in principal antociani) prin formularea de
ingrediente functionale pentru aplicarea in industria alimentara. Studiul se concentreaza pe
cojile de vinete, cunoscute pentru compusii lor cu valoare biologica (in special antociani) si
activitatea antioxidanta.

In contextul actual, cercetérile desfasurate pe parcursul studiilor de doctorat au avut
urmatoarele obiective:

+ extractia, identificarea si cuantificarea compusilor biologic activi din cojile de vinete;

» caracterizarea complexa a extractelor din cojile de vinete;

* hidroliza enzimatica a proteinelor din zer pentru a furniza peptide cu activitate

antioxidanta si efect prebiotic;

+ studiul interactiunii dintre antociani, proteinele si peptidele din zer;

+ formularea si caracterizarea de ingrediente functionale prin incapsularea compusilor

biologic activi din cojile de vinete;

+ formularea si caracterizarea de produse alimentare cu valoare adaugata prin

adaosul de pulberi functionale obtinute prin incapsularea compusilor biologic activi
din cojile de vinete.

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

I. Studiu documentar care consta in 7 capitole ce prezinta date recente din literatura de
specialitate privind vinetele, metode de identificare si caracterizare a compusilor activi biologic,
metode de obtinere a peptidelor din proteinele zerului, beneficii ale compusilor bioactivi,
peptidelor si bacteriilor lactice asupra sanatatii, metode de incapsulare si conceptul de aliment
functional.

[l. Studiu experimental care consta in 6 capitole ce acopera investigatiile originale efectuate
in timpul cercetarii doctorale, asa cum este descris mai jos.

Capitolul 8. ,Extractia si caracterizarea compusilor biologic activi din cojile de vinete”
prezinta date privind extractia, identificarea si cuantificarea compusilor bioactivi din cojile de
vinete folosind metode spectrofotometrice si tehnici de cromatografie. De asemenea, prezinta
datele investigatiei privind comportamentul compusilor bioactivi in sistemul gastrointestinal
simulat si capacitatea acestora de a inhiba enzimele responsabile de aparitia a diferite boli
asociate sindromului metabolic. Sunt prezentate si rezultatele investigatiilor privind
comportamentul biochimic al compusilor biologic activi la tratamentul termic. Modelele cinetice
de ordinul intai au descris mecanismele de degradare termica.

Capitolul 9. ,Hidroliza proteinelor din zer” prezintda date despre hidroliza enzimatica a
proteinelor din zer prin variarea parametrilor. Caracterizarea hidrolizatelor a vizat gradul de
hidroliza, activitatea antioxidanta si efectul prebiotic.

Capitolul 10. ,Studii de legare si stingere a fluorescentei proteinelor si peptidelor din
zer prin adaosul de compusi biologic activi din cojile de vinete” prezinta rezultatele
mecanismului de legare dintre compusii biologic activi din extractele din coji de vinete si
proteine/peptide.
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Capitolul 11. ,Dezvoltarea ingredientelor functionale pe baza de antociani din coji de
vinete si peptide bioactive din zer” prezintd date legate de microincapsularea compusilor
din extractul de coji de vinete folosind diferite materiale si tehnici de incapsulare.
Microcapsulele au fost caracterizate prin eficienta de incapsulare, concentratia de compusi
fitochimici, activitatea antioxidanta, stabilitatea compusilor fitochimici la depozitarea in timp,
structura morfologica, digestibilitatea si citotoxicitate in vitro.

Capitolul 12. ,Dezvoltarea tehnologiilor de obtinere a alimentelor cu valoare adaugata”
prezinta tehnologiile de obtinere a unor alimente functionale imbogatite cu microcapsule pe
baza de extracte din coji de vinete. Produsele cu valoare adaugata au fost caracterizate din
punct de vedere al concentratiilor de compusi fitochimici si al stabilitatii acestora la depozitarea
n timp.
Fiecare capitol al partii experimentale este structurat intr-o succesiune logica, dupa cum
urmeaza:
* Introducerea care prezinta obiectivele specifice ale studiului;
+ Materiale si metode care descriu materialele si reactivii utilizati, dar si metodele de
investigare, analiza, prelucrare si interpretare a datelor experimentale;
* Rezultate si discutii in care datele originale sunt evidentiate in comparatie cu datele
deja existente in literatura de specialitate;
* Concluzii partiale;
* Referinte.

Capitolul 13. ,Concluzii generale” prezinta concluziile rezultate in urma investigatiilor asupra
compusilor biologic activi din cojile de vinete si produselor alimentare cu valoare adaugata.

Teza de doctorat cuprinde 140 de pagini, 43 de figuri si 47 de tabele. Studiul
documentar reprezinta 25 % din studiu, iar partea experimentala 75 % din studiu.

La finalul tezei de doctorat sunt prezentate contributiile originale, perspectivele de
cercetare ulterioara, precum si diseminarea rezultatelor in domeniul cercetarii. Astfel,
rezultatele cercetarii au fost valorificate prin elaborarea a 4 articole stiintifice, publicate n
reviste ISI (Food and Bioprocess Technology, Food Chemistry, Plants, Inventions), 3 cereri
de brevete nationale, precum si 16 comunicari la manifestari stiintifice reprezentative
pentru domeniul biotehnologie, din strainatate si din tara.

Activitatile de cercetare din cadrul tezei de doctorat s-au desfasurat cu ajutorul
infrastructurii de cercetare din cadrul Centrului Integrat de Cercetare, Expertiza si Transfer
Tehnologic (BioAliment-TehnlA) al Facultatii Stiinta si Ingineria Alimentelor, din cadrul
Universitatii ,Dunarea de Jos” din Galati (www.bioaliment.ugal.ro).

Pe parcursul studiilor de doctorat, studentul a fost implicat in echipa de cercetare a
unui proiect cu tema convergenta spre teza de doctorat. Proiectul a fost intitulat ,inchiderea
lanturilor valorice in bioeconomie prin obtinerea de bioproduse inovatoare solicitate de piata”,
acronim PRO-SPER, numarul PN-IlI-P1-1.2-PCCDI-2017-0569-PRO-SPER (10PCCI),
director de proiect Prof. dr. ing. Gabriela Elena Bahrim.

Teza a fost coordonata stiintific de Prof. dr. ing. Gabriela RAPEANU in calitate de
conducator de doctorat si a comisiei de indrumare formata din prof. dr. ing. luliana APRODU,
Prof. dr. ing. Gabriela Elena BAHRIM, si prof. dr. ing. Nicoleta STANCIUC.
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Il. Studiu experimental — contributii proprii

CAPITOLUL 8. EXTRACTIA S| CARACTERIZAREA COMPUSILOR BIOLOGIC ACTIVI
DIN COJILE DE VINETE

8.2. Obiectivele studiului

Acest studiu a urmarit obtinerea de extracte din coji de vinete cu concentratii ridicate
de compusi biologic activi, in special antociani, si caracterizarea acestora fitochimica si
functionala. Astfel, principalele obiective ale acestui studiu au fost:

> testarea a patru metode diferite de extractie, cum ar fi: extractia conventionald cu
solventi, asistata de ultrasunete, asistata de microunde si asistata de enzime;

» varierea parametrilor de extractie pentru a alege conditjile optime;

» determinarea concentratiilor totale de antociani, flavonoide, polifenoli, precum si
capacitatea antioxidanta;

» identificarea si cuantificarea antocianilor din extractele de coji de vinete prin tehnici de
cromatografie lichida;

» monitorizarea comportamentului compusilor biologic activi in timpul simularii digestiei
in vitro si a tratamentului termic.

8.4. Rezultate si discutii

8.4.1. Concentratiile de antociani ale extractelor recuperate prin metode conventionale
si moderne

Tabelul 8.1 evidentiaza efectele pe care anumite combinatii de parametri le-au avut
asupra procesului de extractie. ESL (extractia solid/lichid) a generat cele mai mari concentratii
de antociani folosind etanol 70 % si 96 %, ambele acidulate cu HCI 1N la 50 °C timp de 30
min, fara diferente semnificative intre acestea (p>0,05). Cea mai scazuta CTA a fost
evidentiata pentru extractia cu etanol 96 % si CHsCOOH, indiferent de timpul sau temperatura
utilizate.

EAU a dus la o concentratie maxima de antociani de 1,04 + 0,10 mg D3G/g s.u., folosind
etanol 96 % acidifiat cu HCI 1N, dupa 30 de min la 25 °C (tabelul 8.2). Solutia de etanol 96
% combinatad cu CH3COOH a condus la cele mai scazute concentratii de antociani, indiferent
de timpul si temperatura utilizate.

EAM a dus la concentratii mai scazute de antociani decét celelalte doua metode de
extractie descrise anterior (tabelul 8.3). Dupa 10 sec, solutia de etanol 70 % amestecata cu
HCI 1N a eliberat o CTA maxima de 0,95 + 0,09 mg D3G/g s.u. Pe de alta parte, solutia de
etanol 96 % cu adaos de CH3COOH a furnizat cea mai mica concentratie de antociani
recuperata de EAM, la fel ca si in cazul celorlalte doua proceduri (0,01 + 0,01 mg D3G/g s.u.).

Tabel 8.1. Concentratia totald de antociani (mg D3G/g coji de vinete uscate) extrasd cu ESL
Acid acetic Acid clorhidric
30 min 60 min 120 min 30 min 60 min 120 min

EtOH 25 0,93+0,07A 0,96+0,0128" 0,93+0,04% 0,99+0,041 0,98+0,03°5 1,01+0,01¢¢1

50 % 50 1,07+0,133 0,79+0,05°¢# 0,74+0,03°5# 0,87+0,03¢6# 0,90+0,02¢P# 0,94+0,09F

EtOH 25 0,67+0,05%A°2 0,72+0,0430C2 0,760,072 0,840,062 0,84+0,08°P2 0,87+0,04° 2

70 % 50 0,92+0,043A*5 0,88+0,08°C* 0,83+0,0720°% 1,01+0,07¢B*° 0,96+0,08°C** 1,02+0,08¢E*4

EtOH 25 0,21+0,023443 0,19+0,012C+3 0,16+0,0235+3 0,93+0,07¢8* 0,92+0,08¢P*12 1,01+0,11°F+

96 % 50 0,22+0,023446 0,26+0,0235¢"5 0,28+0,020Ev6 1,11+0,09¢BY° 1,13+0,11°P% 1,06+0,07¢F*4
Influenta timpului a fost evidentiata cu litere mici pe linie; influenta acidului a fost evidentiata cu majuscule pe linie;
influenta temperaturii a fost evidentiata prin simboluri (*, #; :, ®; ¥, ¢) pe coloand, influenta concentratiei de etanol

Solvent T°C
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a fost evidentiata prin cifre pe coloana. Valorile care au o litera mica/majuscula pe linie/simbol pe coloana/numar
pe coloana nu sunt semnificativ diferite (p> 0,05)

Tabel 8.2. Concentratia totald de antociani (mg D3G/g coji de vinete uscate) generatd de EAU
Acid acetic Acid clorhidric
15 min 30 min 45 min 15 min 30 min 45 min
EtOH 25 0,81+0,05%"% 0,78+0,0725" 0,79+0,093¢2 0,77+0,07° 0,84+0,07°5" 0,82+0,08°¢"
50 % 50 0,70+0,063%3 0,75+0,073¢" 0,72+0,073° 0,800,046 0,84+0,04¢°4c"34 0,91+0,044#
EtOH 25 0,79+0,033A°1 0,78+0,08%¢" 0,85+0,072P2 0,91+0,09°62 0,90+0,09°¢! 0,94+0,08°P~12
70 % 50 0,84+0,073A4 0,73%0,058°3 0,64+0,03°P*4 0,87+0,06°4° 0,93+0,08°¢3 0,90+0,09°3
EtOH 25 0,14+0,013*2 0,20+0,010¢+2 0,21+0,05%E¢2 0,98+0,08°5+2 1,04+0,09¢°+2 0,97+0,07¢**
96 % 50 0,20+0,037A%° 0,22+0,023C+4 0,24+0,023E+ 0,79+0,06°"3 0,75+0,09°P% 0,95+0,08F*
Influenta timpului a fost evidentiata cu litere mici pe linie; influenta acidului a fost evidentiata cu majuscule pe
linie; influenta temperaturii a fost evidentiata prin simboluri (*, #; =, ®; ¥, ¢) pe coloana, influenta concentratiei de
etanol a fost evidentiata prin cifre pe coloana. Valorile care au o litera mica/majuscula pe linie/simbol pe
coloana/numar pe coloana nu sunt semnificativ diferite (p> 0,05)

Solvent T°C

Tabel 8.3. Concentratia totald de antociani (mg D3G/g coji de vinete uscate) obtinutd cu EAM
Acid acetic Acid clorhidric
10 sec 15 sec 10 sec 15 sec
EtOH 50 % 0,72+0,05%a1  0,68+0,05281 (Q,77+0,05bA1 (Q,75+0,05bC!
EtOH 70 % 0,82+0,068A2 0,76+0,0622 (0,95+0,09b82 (,83+0,06¢°C!
EtOH 96 % 0,01+0,018A3  0,06+0,01P¢3 0,76+0,06¢B1 (Q,77+0,03¢P1
Influenta timpului a fost evidentiata cu litere mici pe linie; influenta acidului a fost evidentiatd cu majuscule pe
linie; influenta concentratiei de etanol a fost evidentiata in cifre pe coloana. Valorile care au o litera
mica/majuscula pe linie sau un numar de pe coloana nu sunt semnificativ diferite (p>0,05)

Solvent

Table 8.4. Concentratia totald de antociani (mg D3G/g coji de vinete uscate) generata de EAE

Enzima/ Timp 1lh 2h 3h
Celulaza 0,29 +0,022 0,22+0,02> 0,15+ 0,04¢
Enzime pectolitice nd nd nd

Influenta timpului a fost evidentiata cu litere mici pe linie. Valorile care au o litera mica nu sunt semnificativ diferite
(p>0,05); Nd — nedetectat

Dupa 1 ora de hidrolizd, CTA maxima obtinutd cu celulaza a fost de 0,29 + 0,02 mg
D3G/g s.u. Odata cu trecerea timpului, antocianii s-au degradat semnificativ (p<0,05). Pe de
alta parte, enzimele pectolitice din Aspergillus niger nu au dus la eliberarea antocianilor din
peretii celulari nici dupa 3 ore de hidroliza (tabel 8.4).

Intrucat antocianii au reprezentat substantele chimice de interes in investigatia noastra,
a fost esential sa selectam metoda optima si combinatia de parametri potrivita pentru extractia
lor din cojile de vinete. Avand in vedere ca scopul final al studiului a fost acela de a dezvolta
un produs alimentar cu valoare adaugata pe baza de extract din coji de vinete, chiar daca HCI
a generat cele mai mari concentratii de antociani, acesta a fost omis din cauza potentialului
sau toxic. In plus, din cauza randamentelor slabe ale EAM si EAE in comparatie cu celelalte
doua metode, acestea nu au fost luate in considerare. Ca urmare, au fost luate in considerare
doar ESL si EAU cu CH3sCOOH. Doar combinatiile de factori la 30 de min de extractie au fost
folosite pentru a compara statistic datele. Rezultatele sunt prezentate in tabelul 8.5.

Tabelul 8.5 sugereaza ca, spre deosebire de EAU, metoda conventionala a permis
recuperarea extractelor cu cel mai mare CTA dupa 30 de min la 50 °C utilizdnd CH3COOH cu
etanol 50 %. Cu toate acestea, nu au fost observate diferente semnificative intre aceste
concentratii si cele masurate la 25 °C (p>0,05). Din cauza consumului redus de energie si a
riscului de degradare a compusilor, EAU a fost preferata.
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Tabel 8.5. Concentratiile totale de antociani a cojilor de vinete (mg D3G/g coji de vinete uscate)
obtinute prin ESL si EAU dupé 30 de min

Solvent ToC Acid acetic
ESL EAU

EtOH 50 % 25 0,93+0,07a1" 0,78+0,07b1*
50 1,07+0,132"e 0,75+0,07b1°
25 0,67+0,0522# 0,78+0,08b2

0 1 1 1 H
EtOH 70 % 50 0,92+0,0423¥ 0,73+0,05b2°
25 0,21+0,0224° 0,20+0,0123#

0 1 1 H 1
ELOH 96 % 50 0,22+0,02a4¢ 0,22+0,022a3¢

Influenta metodei a fost evidentiata cu litere mici pe linie; influenta acidului a fost evidentiatd cu majuscule pe
linie; influenta concentratiei de etanol a fost evidentiata prin simboluri (¥, #; «:, ®; ¥, ) pe coloana, influenta
temperaturii a fost evidentiata prin cifre pe coloana. Valorile care au o litera mica/majuscula pe linie/simbol pe
coloana/numar pe coloana nu sunt semnificativ diferite (p>0,05)

8.4.2. Concentratiile de flavonoide din extractele obtinute prin metode
conventionale si moderne

Tabelul 8.6 prezintd concentratia totala de flavonoide (CTF) obtinuta prin modificarea
parametrilor din ESL. Cea mai mare CTF (2,42 + 0,01 mg CE/g s.u.) a fost obtinuta cu etanol
50% acidifiat cu CHsCOOH dupa 120 min la 25 °C. Cea mai scazuta concentratie de
flavonoide de 0,51 + 0,05 mg CE/g s.u. a fost obtinuta cu solutie de etanol 96% acidulata cu
HCI 1N dupa 30 de min de extractie la 50 °C (tabel 8.6).

Tabelul 8.7 furnizeaza valorile CTF dupa utilizarea EAU prin variarea parametrilor.
Extractia cu solutie apoasa de etanol 50% si adaugare de HCI 1N a prezentat cea mai mare
CTF dupa numai 15 min la 25 °C (3,18 £ 0,30 mg CE/g s.u.). Prin combinarea solutiei de
etanol 96 % cu HCI, dupa 30 min la 25 °C, a fost masurata cea mai mica concentratie de 0,58
+ 0,05 mg CE/g s.u.

Tabel 8.6. Concentratia totald de flavonoide (mg EC/g coji de vinete uscate) furnizatd de ESL

Solvent  T°C Acid acetic Acid clorhidric
30 min 60 min 120 min 30 min 60 min 120 min
EtOH 25 2,38+0,13%1 2,33+0,013¢ 2,42+0,01%° 1,51+0,10°" 2,05+0,20°c™ 2,40+0,22¢P"1
50 % 50 1,150,074 1,29+0,06°¢# 0,74+0,06°# 1,37+0,10%* 1,11+0,07¢0# 1,14+0,15¢F#
EtOH 25 1,62+0,123A°2 1,67+0,06%¢2 1,65+0,09%2 0,70+0,03%8°2 0,90+0,08°P2 1,05+0,26°2
70 % 50 1,99+0,073A5 2,06+0,068%5 2,37+0,05°P*% 1,69+0,43%4 1,09+0,05%C** 0,89+0,09°€5
EtOH 25 1,03+0,03%A3 0,78+0,07°C"3 0,76+0,06°E"° 1,19+0,08°* 1,29+0,08°0v3 1,29+0,11°F"2
96 % 50 0,83+0,0534¢¢ 0,79+0,083Cv6 1,04+0,10PE*6 0,510,058+ 0,960,060+ 1,13+0,06°7**

Influenta timpului a fost evidentiata cu litere mici pe linie; influenta acidului a fost evidentiatd cu majuscule pe linie;

influenta temperaturii a fost evidentiata prin simboluri (¥, #; <:, ®; ¥, #) pe coloana, influenta concentratiei de etanol

a fost evidentiata prin cifre pe coloana. Valorile care au o litera mica/majuscula pe linie/simbol pe coloana/numar
pe coloana nu sunt semnificativ diferite (p>0,05)

Tabel 8.7. Concentratia totald de flavonoide (mg EC/g coji de vinete uscate) generatd de EAU

Solvent  T°C Acid acetic Acid clorhidric

olven 15 min 30 min 45 min 15 min 30 min 45 min

EtOH 25 2,780,067 2,47+0,2520C1 2,10+0,06° 3,180,304 2,760,311 1,66+0,08*
50 % 50 1,860,163 1,70+0,102°0#4 1,60+0,12°6# 0,70+0,05¢6# 0,77+0,08°F# 1,33+0,124H#4
EtOH 25 1,18+0,102°A°2 1,30+0,072P2 1,13+0,07°¢°2 1,40+0,06°52 1,07+0,05%2 2,44+0,11°H2
70 % 50 2,19+0,032A%5 1,84+0,11°PP*4 1,84+0,08°C*% 1,06+0,08¢B*% 1,07+0,08°E% 1,15+0,09¢°H5
EtOH 25 0,44+0,092A%3 0,54+0,02°¢*3 0,52+0,0420Ev3 1,21+0,11°8v2 0,580,053 0,610,059
96 % 50 0,92+0,073/6 1,05+0,05°¢* 1,03+0,11PF* 1,31+0,11°Bv6 1,22+0,08¢0*¢ 1,20+0,10°C+4

Influenta timpului a fost evidentiata cu litere mici pe linie; influenta acidului a fost evidentiata cu majuscule pe linie;

influenta temperaturii a fost evidentiata prin simboluri (*, #; <:, ®; ¥, #) pe coloand, influenta concentratiei de etanol

a fost evidentiata prin cifre pe coloana. Valorile care au o litera mica/majuscula pe linie/simbol pe coloana/numar
pe coloana nu sunt semnificativ diferite (p>0,05)
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Tabelul 8.8 aratd CTF recuperat cu EAM prin variarea parametrilor. Dupa 10 sec la
microunde, solutia apoasa de etanol 70 % cu CHsCOOH a extras cea mai mare CTF de 2,76
+ 0,25 mg CE/g s.u. Cele mai scazute concentratii de flavonoide au fost atinse cu 96% etanol,
la fel ca in EAU.

Tabel 8.8. Concentratia totala de flavonoide (mg EC/g coji de vinete uscate) din extractul EAM

Solvent Acid acetic Acid clorhidric
10 sec 15 sec 10 sec 15 sec
EtOH 50 % 2,59+0,19%a1 2 14+0,20°¢! 1,85+0,16°! 1,89+0,07¢cP!
EtOH 70 % 2,76+0,252A1 2 47+0,17°C2  2,56+0,24%42 2 49+0,23¢cC2
EtOH 96 % 1,37+0,132A2 1,44+0,142C3 1,360,133 (,77+0,06¢cP3

Influenta timpului a fost evidentiata cu litere mici; influenta acidului a fost evidentiatéd cu majuscule pe linie;
influenta concentratiei de etanol a fost evidentiata in coloana. Valorile care au o litera mica/majuscula pe o linie
sau un numar pe o coloana nu sunt semnificativ diferite (p>0,05)

Tabelul 8.9 ilustreaza CTF obtinuta prin variarea parametrilor in abordarea EAE.
Celulaza a dus la eliberarea celei mai mari concentratii de flavonoide (1,54 + 0,14 mg CE/g
s.u.) dupa 2 ore.

Tabel 8.9. Concentratia totald de flavonoide (mg EC/g coji de vinete uscate) eliberatd de EAE
Enzima/Timp 1h 2h 3h
Celulaza 1,33+0,12%a  1,54+0,142A  1,42+0,143bA
Enzime pectolotice 1,11+0,05%8  1,05+0,0628  1,05+0,1028
Influenta timpului a fost evidentiata cu litere mici; influenta enzimei a fost evidentiata cu majuscule pe coloana.
Valorile care au o litera mica/majuscula pe coloana nu sunt semnificativ diferite (p>0,05)

8.4.3. Concentratiile de polifenoli ale extractelor furnizate prin metode conventionale si
moderne

Tabelul 8.10 evidentiazéd CTP rezultatd in urma extractiilor efectuate. Cea mai mare
CTP obtinuta cu ESL a fost de 15,01 + 1,85 mg EAG/g s.u. cu solutie apoasa de etanol 70%
si HCI dupa 60 de min la 50 °C. Cele mai scazute valori ale CTP au fost generate cu solutie
de etanol 96 % si CHzCOOH.

Cea mai mare CTP rezultata dupa EAU (tabel 8.11) a fost obtinuta cu solutie de etanol
50 % si CH3sCOOH dupa 30 de min de tratament la 50 °C (19,71 + 0,82 mg EAG/g s.u.). Ca si
in cazul antocianilor, cel mai mic randament CTP a fost produs cu etanol 96 % acidulat cu
CH3COOH, avand valori cu 76 % mai mici decéat cele realizate cu solutie apoasa de etanol 50
% $i CH3COOH.

in cazul EAM (tabel 8.12), etanol 96 % acidifiat cu CHsCOOH a avut cel mai mic
randament. in schimb, cand CHsCOOH a fost Tnlocuit cu HCI, cea mai mare CTP de 14,44 +
0,49 mg EAG/g s.u. a fost atins dupa 15 sec de tratament cu microunde.

Tabel 8.10. Concentratia totald de polifenoli (mg EAG/g coji de vinete uscate) extrasi prin ESL

Acid acetic Acid clorhidric

Solvent T°C

30 min 60 min 120 min 30 min 60 min 120 min

EtOH 25 12,010,390  13,10£0,94®"  13,86+0,55°"  13,78+0,36""  13,66:0,55"®  14,60+1,16""
50% 50  12,68:0,28%%*  12,52+0,24°C*  12,940,27°%%  13,16+0,19°®"  13,15+0,38°°*  14,230,32%*
EtOH 25 11,010,142  11,20+0,40°C2  11,74:0,28°2  13,54:0,37%%"  13,14+0,53°"  14,04+0,61%
70% 50  12,64+1,01%***  12,50£1,13%**  12,56+1,05%¢  14,69+1,29"° 1501185  14,68+1,43*
EtOH 25 5231048  4,82£0,24®°"  4,50+0,16"*  12,67£0,81®®"  11,68+1,20°Y>  12,89+0,56°™"
96% 50  6,69+0,40° 7,240,160 7,67+0,59°%*  13,88+1,14°"  14,00:0,44™*°  14,82+0,83°*

Influenta timpului a fost evidentiata cu litere mici pe linie; influenta acidului a fost evidentiatd cu majuscule pe
linie; influenta temperaturii a fost evidentiata prin simboluri (*, #; <, ; ¥, ¢) pe coloand, influenta concentratiei de

coloana/numar pe coloana nu sunt semnificativ diferite (p>0,05)

6

etanol a fost evidentiata prin cifre pe coloana. Valorile care au o litera mica/majuscula pe linie/simbol pe
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Tabel 8.11. Concentratia totald de polifenoli furnizata de EAU

Solvent ToC Acid acetic Acid clorhidric
15 min 30 min 45 min 15 min 30 min 45 min
EtOH 25 13,38+0,58"21 13,18+0,62%8 13,52+0,61°¢1  13,29+0,65°~1  13,34+0,65°5"* 13,76+0,72°¢12
50 % 50 13,170,492 19,71+0,82°¢# 12,52+0,28%#  14,29+0,53°%%  13,62+0,85™ 14,53+0,66
EtOH 25 11,73+0,3434°2 11,42+0,53¢°2 11,97+0,48%2  13,94+0,31°"  13,69+0,67°°"" 14,29+0,86°7"
70 % 50 12,410,753 12,47+1,193¢°5 12,34+0,61%4  13,79+0,86°4  14,19+1,05°0 14,64+0,97°F4
EtOH 25 4,79+0,39%A%3 5,00+0,423Cv3 4,77+0,41%5%°  13,93+1,18"8Y*  14,01+1,87°°v* 13,05+0,72°Fv2
96 % 50 5,97+0,463A5 6,33+ 0,723+ 5,42+0,37°E% 12,60+0,84*°  12,76+0,99°P"* 13,25+0,67¢F®

Influenta timpului a fost evidentiata cu litere mici pe linie; influenta acidului a fost evidentiatd cu majuscule pe
linie; influenta temperaturii a fost evidentiata prin simboluri (*, #; =, ®; ¥, ¢) pe coloana, influenta concentratiei de
etanol a fost evidentiata prin cifre pe coloana. Valorile care au o litera mica/majuscula pe linie/simbol pe
coloana/numar pe coloana nu sunt semnificativ diferite (p>0,05)

Tabel 8.12. Concentratia totala de polifenoli (mg EAG/g coji de vinete uscate) dobanditd cu EAM

| Acid acetic Acid clorhidric
Solvent 10 sec 15 sec 10 sec 15 sec
EtOH 50 %  12,8+0,937al 11,88+0,94281  13,38+0,94°A1  14,06+0,69°C1
EtOH 70 % 12,06+1,453A1 11 54+0,84281  13,35+0,82bA1  14,08+0,76°C1
EtOH 96 %  6,01+0,183A2 6,47+0,64aC2 13,55+0,56PB1  14,44+0,49¢DP1

Valorile care impartasesc o litera pe linie/coloana nu sunt semnificativ diferite (p>0,05)

Extractia cu celulaza a produs cea mai mare concentratie de polifenoli (tabelul 8.13).
Cu toate acestea, amestecul de enzime pectolitice a atins jumatate din CTP recuperat cu
celulaza, cea mai mare concentratie fiind de 5,50 + 0,28 mg EAG/g s.u/ dupa 2 ore de hidroliza.

Tabel 8.13. Concentratia totald de polifenoli (mg EAG/g coji de vinete uscate) generatd de EAE

Enzima/Timp 1h 2h 3h
Celulaza 10,68+0,274*  10,85+0,372*  10,44+0,723A
Enzime pectolotice  5,43+0,4028 5,50+0,2828 4,630,488

Influenta timpului a fost evidentiata cu litere mici; influenta enzimei a fost evidentiata cu majuscule pe coloana.
Valorile care au o litera mica/majuscula pe coloana nu sunt semnificativ diferite (p>0,05)

8.4.4. Activitatea antioxidanta a extractelor obtinute prin metode conventionale si
moderne

Rezultatele activitatii antioxidante a extractelor din coji de vinete furnizate cu ESL sunt
prezentate in tabelul 8.14. Rezultatele sunt exprimate ca uM ET/g s.u. Supernatantii ESL au
prezentat activitate antioxidanta ridicata, indiferent de combinatia de parametri utilizata
(tabelul 8.14). Activitatea antioxidanta a solutiei apoase de etanol 70% a fost cea mai mare
atunci cand s-a adaugat CHsCOOH la 50 °C dupa 120 de min (42,84 + 2,69 uM ET/g s.u.).
Aceasta valoare este echivalenta cu un procent de inhibare a DPPH de 93,29 + 0,15 %. Cu
toate acestea, cea mai scazuta activitate antioxidanta a fost evidentiata prin extractia cu solutie
apoasa de etanol 70 % si HClI la 25 °C dupa 30 de min (25,34 + 1,88 uM ET/g s.u.). Aceasta
valoare este echivalenta cu un procent de inhibare a DPPH de 74,97 = 0,43 %.

EAU a permis atingerea activitatilor antioxidante intre 20,64 + 1,93 si 37,90 + 0,64 uM
ET/g s.u., procentul de inhibare a DPPH fiind intre 60,62 *+ 1,45 % si 91,83 + 0,57 % (tabelul
8.15).

Valorile activitatii antioxidante ale extractelor produse prin tehnica EAM sunt enumerate
n tabelul 8.16. Tn ansamblu, EAM cu etanol 50% a avut cel mai bun randament, prezentand
activitati antioxidante cu valori cuprinse intre 44,14 + 0,47 si 45,18 + 0,38 yM ET/g s.u., nefiind
semnificativ diferite (p>0,05), indiferent de timpul de extractie. Aceste valori sunt echivalente
cu valori cuprinse intre 89,81 + 1,34 si 91,20 + 0,56 % de inhibitie DPPH.
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Tabelul 8.17 prezinta activititile antioxidante ale extractelor dobandite cu EAE. In
comparatie cu amestecul de enzime pectolitice, celulaza a avut cel mai mare randament in
ceea ce priveste activitatea antioxidanta. O ora de extractie a dus la 55,60 + 3,36 uM TE/g
S.u., corespunzand cu 88,32 + 0,15 % inhibitie a DPPH. Activitatea antioxidanta a extractelor
obtinute cu enzime pectolitice a fost considerabil mai mica decéat cea a extractelor cu celulaza
(p<0,05), scazand de asemenea in timp. Astfel, pentru enzimele pectolitice s-au Tnregistrat
activitati antioxidante cu valori intre 24,05 + 1,32 si 27,36 £ 0,77 pM TE/g s.u.

Tabel 8.14. Activitatea antioxidanta (uM ET/g coji de vinete uscate) a extractelor furnizate de ESL

Solvent  T°C Acid acetic Acid clorhidric
30 min 60 min 120 min 30 min 60 min 120 min
EtOH 25 35,46+2,424%1 35 34+1,26°°t  35,08+1,62°F1  32,31+0,98%5" 32,12+0,91°° 32,50+0,43°71
50 % 50 32,69+0,77%  30,25+0,90°%%  32,69+1,45°°*2 30,262,502 31,12+2,12¢8" 30,37+2,27°%%
EtOH 25 30,51+1,022A°2  33,83+1,87YC°"  34,73+1,44%5°1 25 34+1 9082 28,80+2,45902 27,67+1,3504F2
70 % 50 42 54+2 95%A*4 42 39+2 51283 42 84+2 692C*3 39 36+2,90°A*3 39,85+3,20084 38,17+3,450P04
EtOH 25 36,60+3,36%AY1  34,34+0,78°°Y1  33,70+0,57%EY!  31,89+3,018"! 30,96+2,80PY12 29,75+2,05PF"2
96 % 50 38,76+2,513AY5 38,4442 5338  38,01+2,50%**  34,92+3,45°AY*  38,97+1,00758+* 32,61+2,550%

Influenta timpului a fost evidentiata cu litere mici pe linie; influenta acidului a fost evidentiata cu majuscule pe
linie; influenta temperaturii a fost evidentiata prin simboluri (*, #; =, ®; ¥, ¢) pe coloana, influenta concentratiei de
etanol a fost evidentiata prin cifre pe coloana. Valorile care au o literd mica/majuscula pe linie/simbol pe
coloana/numar pe coloana nu sunt semnificativ diferite (p>0,05)

Tabel 8.15. Activitatea antioxidanta (uM ET/g coji de vinete uscate) a extractelor colectate dupa EAU

Solvent  T°C Acid acetic Acid clorhidric
15 min 30 min 45 min 15 min 30 min 45 min
EtOH 25  37,90+0,64"t  37,81+0,59%8"  37,63+0,26°!  37,06+0,66°*1  37,25+0,82°%"1 35 30+0,25°0
50 % 50  35,09+1,34%%  34,99+0,54%%%  34,93+0,8820%  34,39+0,17°%*  31,00+1,22°¢% 29,751 ,13°#
EtOH 25  37,17+0,43%A°2  37,33+0,22°°°1  36,62+0,22°6°2  34,31+0,45%2  32,74+0,40%°2  32,59+0,762
70 % 50  36,25+0,61%A°5  36,20+0,54°C*5  36,25+0,61°E™*  32,10+2,00"®*  33,54+0,65°°**  32,10+2,00°°
EtOH 25  30,15+0,272AY®  30,34+0,54°°*2  30,26+0,90%€Y3 22 46+1,00°*®  20,64+1,95°°¥3  21,69+1,00°F*3
96 % 50  35,50+0,772*  35,35+1,022°*5  3524+126°*  32,64+2,458* 32 .86+1,76°°*5  32,65+1,35°F*

Influenta timpului a fost evidentiata cu litere mici pe linie; influenta acidului a fost evidentiatd cu majuscule pe
linie; influenta temperaturii a fost evidentiata prin simboluri (*, #; =, ®; ¥, ¢) pe coloana, influenta concentratiei de
etanol a fost evidentiata prin cifre pe coloana. Valorile care au o litera mica/majuscula pe linie/simbol pe
coloana/numar pe coloana nu sunt semnificativ diferite (p>0,05)

Tabel 8.16. Activitatea antioxidanta (uM ET/g coji de vinete uscate) a extractelor recuperate prin EAM

Solvent Acid acetic Acid clorhidric
10 sec 15 sec 10 sec 15 sec
EtOH 50 % 45,18+0,32Aa1  44,99+0,392B1  45,08+0,45PA1  44,72+0,69PBC1
EtOH 70 % 36,65+0,5732  36,71+0,38282  36,12+0,38PA2 35,89+0,42bC2
EtOH 96 % 34,63+0,412A3  32,67+2,282C3  33,37+0,52°83  33,83+0,71°C3

Valorile care impart o litera pe linie/linie nu sunt semnificativ diferite (p>0,05)

Tabel 8.17. Activitatea antioxidanta a extractelor produse de EAE
Enzima/Timp 1lh 2h 3h
Celulaza 55,60+3,36A2 55,12+4,123A 53,77+5,6724
Enzime pectolitice 27,36+0,7738 26,79+2,0928 24,05+1,32b8
Influenta timpului a fost evidentiata cu litere mici; influenta enzimei a fost evidentiatd cu majuscule pe coloana.
Valorile care au o litera mica/majuscula pe coloana nu sunt semnificativ diferite (p>0,05)

8.4.5. Profilul cromatografic al compusi bioactivi din cojile de vinete

Analiza HPLC a evidentiat prezenta derivatilor de delfiniding, cianidind si petunidina.
Astfel, pentru toate cele trei extracte analizate au fost identificati urmatorii compusi: delfinidin
3-0O-rutinozid-5-glucozid, delfinidin 3-O-glucozid, delphinidin 3-O-rutinozid, cianidin 3-O-
rutinozid si petunidin 3-O -rutinozid (figura 8.1).
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Figura 8.1. Profilul cromatografic al extractelor din coji de vinete colectate dupa SLE (A), UAE (B) si
MAE (C): Peak 1 - delfinidin 3-O-rutinozid-5-glucozid; Peak 2 — delfinidin 3-O-glucozid; Peak 3 —
delfinidin 3-O-rutinozid; Peak 4 — cianidin 3-O-rutinozid, Peak 5 - petunidin-3-O-rutinozid

Analiza HPLC, ca si analiza spectrofotometrica, a evidentiat o variabilitate a CTA pentru
cele trei tehnici de extractie examinate. Componenta predominanta in toate cele trei extracte
a fost delfinidin 3-O-rutinozid.

In urma examinarilor spectrofotometrice si cromatografice ale extractelor obtinute
folosind diverse procedee si parametri, s-a ales metoda conventionald ca metoda optima de
extractie a antocianilor din cojile de vinete.

8.4.6. Capacitatea extractelor din cojile de vinete de inhibare in vitro a enzimelor

Niveluri medii (~ 50 %) de inhibitie pentru toate cele trei enzime au fost remarcate in
extractul din coji de vinete. Cu toate acestea, asa cum era de asteptat, procentul de inhibare
a enzimelor a crescut odata cu concentratia de compusi bioactivi (figura 8.2). Tn cazul inhibarii
LOX si lipazei nu a existat nicio diferenta semnificativa intre extractele cu concentratii de 0,1
mg/mL si 0,5 mg/mL (p>0,05). in plus, nu a existat nicio diferentd semnificativd in efectele
inhibitoare ale extractelor din coji de vinete de 0,5 mg/mL si 1 mg/mL asupra amilazei (p>0,05).

Compusii din cojile de vinete au aratat un efect de inhibitie semnificativ mai mare asupra
a-amilazei in comparatie cu celelalte enzime (p<0,05). Cel mai scazut efect inhibitor a fost
observat asupra lipazei cu valori de aproximativ 20 % pentru toate concentratiile testate
(figura 8.2).
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Figura 8.2. Procentul de inhibitie enzimatica de 0,1 — 1 mg/mL extract de coaja de vinete. Literele
mici evidentiaza diferentele de inhibitie dintre concentratii. Literele mari evidentiaza diferentele de
inhibitie dintre enzime. Valorile care impartdsesc o litera nu sunt semnificativ diferite (p>0,05)

8.4.7. Digestibilitatea in vitro a antocianilor din cojile de vinete

Tn studiul nostru, extractul a fost supus sucurilor gastrice si intestinale simulate in vitro
pentru a intelege cum se comporta antocianii din cojile de vinete in conditii gastrointestinale.
Rezultatele sunt ilustrate n figura 8.3.
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Figura 8.3. Comportamentul antocianilor sub digestia gastrica (a) si intestinala (b) simulata in vitro.
Variatia CTA n timp a fost evidentiata cu litere mici. Valorile care au o litera mica nu sunt semnificativ
diferite (p>0,05)

Deoarece antocianii sunt compusi sensibili la pH, stabili la valori scazute ale acestuia,
in conditiile gastrice simulate, unde pH-ul setat a fost 3,0, antocianii din extractul din cojile de
vinete au fost stabili. Figura 8.3a ilustreaza faptul ca, pe parcursul celor 120 de min de
digestie, nu s-au gasit diferente semnificative intre concentratile de antociani analizate
(p>0,05). Daca in sistemul gastric simulat antocianii au avut o stabilitate crescuta, in sistemul
intestinal simulat, unde pH-ul a crescut pana la 7,0, s-a produs o degradare semnificativa
(p<0,05) a acestora. Din figura 8.3b se poate observa faptul ca nu s-au mai putut identifica
spectrofotometric antociani dupa 60 de min de digestie.

8.4.8. Cinetica degradarii termice a antocianilor din cojile de vinete

Tn studiul nostru, extractul din coji de vinete a fost tratat termic la diferite combinatii de
temperatura-timp pentru a evalua comportamentul antocianilor. Au fost luate Th considerare

conditiile specifice de pasteurizare, sterilizare si chiar de coacere.
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O scadere progresiva a CTA a fost observata pe intregul interval de temperatura
investigat (figura 8.4).
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Figura 8.4. Degradarea termica a antocianilor din extractul de coji de vinete tratat la diferite
temperaturi

Figura 8.4 subliniaza o crestere a degradarii antocianilor odata cu cresterea timpului si
a temperaturii. Astfel, la 80 °C, 14 % din CAT s-a degradat dupa primele 10 min de tratament
termic, atingdnd o degradare de 25 % dupa 40 min. La 130 °C, pe de alta parte, a fost
observaté o accelerare a degradarii antocianilor. in primele 10 min de tratament termic, 28%
din CAT au fost degradata, ajungand la 77% dupa 40 de min.

Parametrii cinetici tinta n acest studiu au fost constanta vitezei de degradare (k), timpul
de injumatatire (t1/2) si energia de activare (Ea). Astfel, modelul cinetic de ordinul intai a fost
utilizat pentru a calcula parametrii cinetici pentru degradarea antocianilor din cojile de vinete.
Tabelul 8.19 prezinta valorile acestor parametri.

Tabel 8.19. Parametri cinetici ai antocianilor din extractul de coaja de vinete tratati la diferite

temperaturi
Temperatura, °C k- 102 (min™?) tiz (Min) Ea (kJ/mol)
80 0,74 £ 0,001 93,66 + 1,05
90 0,79 £ 0,004 87,74+ 0,78
100 1,53 £ 0,002 45,30+ 0,44
110 15040001 4359+484 03359
120 2,42 + 0,003 28,64 £ 0,33
130 2,91 +0,01 23,81 +0,71

Tabelul 8.19 sugereaza faptul ca parametrul k creste pe masura ce temperatura creste.
Procesarea termica determind degradarea antocianilor din cauza proceselor de oxidare.
Antocianii sau zaharurile lor conjugate se descompun in molecule mici cum ar fi aldehidele si
derivatii de acid benzoic atunci cand sunt incalzite.

Valorile timpului de njumatatire s-au redus odata cu cresterea temperaturii, iar energia
de activare a fost de 39,87 kJ/mol (tabelul 8.19), ceea ce indica faptul ca antocianii au fost
dependenti de temperatura (figura 8.5).
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Figura 8.5. Graficul Arrhenius pentru dependenta lui k fata de temperatura

Parametrii termodinamici de interes au fost entalpia de activare (AH), energia libera
Gibbs de inactivare (AG) si entropia de activare (AS). Valorile calculate ale acestor parametri
sunt detaliate in tabelul 8.20.

Tabel 8.20. Parametrii termodinamici ai antocianilor din extractul din coji de vinete tratat la diferite

temperaturi
Temperatura, °C AH (kJ/mol) AG (kd/mol) AS (J-mol™ x K1)
80 31,69 +1,03 113,36 £ 9,56 -231,34 £ 11,05
90 31,61 0,40 116,46 £ 11,61 -233,74 £ 18,80
100 31,53+£1,20 117,70 £ 10,98 -231,08 £ 15,21
110 31,44 +£1,10 120,82 £ 9,03 -233,35 £ 11,55
120 31,36 £ 3,01 122,68 £ 9,43 -232,37 £ 15,13
130 31,28 £ 0,10 125,27 £ 11,26 -233,23+£17,01

Valorile AH calculate (Tabelul 8.20) au fost pozitive si, de asemenea, similare in ciuda
cresterii temperaturii. Valorile AG au fost de asemenea pozitive pentru toate temperaturile, in
timp ce valorile AS au fost negative. Toate aceste valori ale parametrilor termodinamici
sugereaza faptul ca moleculele au fost mai organizate in starea de tranzitie decét la inceputul
reactiei, procesul de degradare termica fiind ireversibil. In plus, degradarea compusilor
bioactivi a fost o reactie endoterma si nespontana.

8.5. Concluzii partiale

Scopul acestui studiu a fost de a extrage componentele biologic active din cojile de
vinete si de a determina cea mai buna abordare si parametrii optimi pentru obtinerea celei mai
mari concentratii de antociani posibile. Extractile au fost efectuate folosind patru metode
diferite: conventionala, asistata cu ultrasunete, asistata cu microunde si asistata cu enzime.
Au fost de asemenea variate acidul, timpul, temperatura si concentratia de etanol. Rezultatele
au permis elaborarea urmatoarelor concluzii partiale:

» Cea mai mare concentratie totald de antociani pentru metoda conventionalad a fost
generata cu 96 % etanol si HCI (1,13 £ 0,10 mg D3G/g s.u. dupa 60 min la 50 °C).

» Tehnica asistatd cu ultrasunete a condus la cea mai mare concentratie totala de
antociani folosind 96 % etanol si HCI (1,04 £ 0,10 mg D3G/g s.u. dupa 30 min la 25
°C).

» Cu extractia asistata cu microunde, s-a obtinut cea mai mare concentratie totala de
antociani folosind 70 % etanol si HCI (0,95 £ 0,09 mg D3G/g s.u. dupa 10 sec).

» Cu toate acestea, datorita toxicitatii HCI, ceilalti acizi sunt de preferat in locul acestuia.
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Metoda asistata de enzime a atins 0,29 £+ 0,02 mg D3G/g s.u. ca fiind cea mai mare
concentratie totald de antociani, folosind celulaza timp de 1 ora.

Cele mai scazute concentratii totale de antociani au fost dobandite cu 96 % etanol si
CHsCOOH pentru metodele conventionale, asistate cu ultrasunete si asistate cu
microunde, Tn timp ce pentru metoda asistata cu enzime nu au fost detectati antociani
dupa utilizarea amestecului de enzime pectolitice.

Comparand metoda asistatd cu ultrasunete cu cea conventionala, se poate
concluziona ca aceasta din urma a permis generarea concentratilor maxime de
antociani dupa 30 min la 25 °C, folosind CH3;COOH amestecat cu 50 % etanol. De
aceea, acest extract a fost folosit in continuare in experimentele noastre.

Fiecare combinatie de parametri a eliberat compusi biologic activi in mod diferit. Cu
toate acestea, indiferent de timpul si temperatura utilizata, cele mai scazute rezultate
au fost obtinute cand s-au folosit 96 % etanol si CH:COOH pentru toate procedurile.
In urma analizei cromatografice au fost identificati cinci antociani in toate extractele
analizate, cel majoritar fiind delfinidin 3-O-rutinozid.

Comportamentul antocianilor din cojile de vinete in timpul digestiei gastro-intestinale a
fost urmarit folosind o metoda simulata in vitro. Astfel, antocianii au fost stabili in timpul
digestiei gastrice, in timp ce dupa 60 de min de digestie intestinala s-au degradat
complet.

Tn urma tratamentului termic in intervalul de temperaturé 25 - 130 °C s-a observat o
degradare treptata a antocianilor din extract pe masura ce temperatura si timpul au
crescut. Astfel, dupa 40 de minute de tratament termic la 130 °C, aproximativ 77% din
antociani au fost degradati. Parametrii de degradare a antocianilor au fost calculati
folosind modelul cinetic de ordinul intai. Astfel, rata de degradare, timpul de
injumatatire si energia de activare permit o predictie precisa a degradarii termice a
antocianilor. Parametrii termodinamici au demonstrat ca o crestere a temperaturii a
accelerat efectul de degradare, permitandu-ne sa concluzionam faptul ca antocianii au
o dependenta crescuta fata de temperatura.
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CAPITOLUL 9. HIDROLIZA PROTEINELOR DIN ZER

9.2. Obiectivele studiului

Acest studiu a avut ca scop extragerea peptidelor din proteinele din zer prin hidroliza
enzimatica. Obiectivele principale ale acestui studiu au fost:
» varierea enzimelor de hidroliza pentru a produce hidrolizate proteice cu grade cat mai
mari de hidroliza;
» caracterizarea hidrolizatelor proteice obtinute in ceea ce priveste gradul de hidroliza si
activitatea antioxidanta;
» testarea efectului prebiotic al hidrolizatelor proteice.

9.4. Rezultate si discutii
9.4.1. Caracterizarea hidrolizatelor proteice

Tabelul 9.1 prezinta valorile GH si activitatii antioxidante ale hidrolizatelor proteice. Cel
mai ridicat GH a fost atins pentru Hp care a folosit 3-Lg ca substrat si termolizina, asa cum
este raportat in tabelul 9.1. Cel mai scazut grad de hidroliza a fost observat pentru Hp care a
folosit IPZ ca substrat si chimotripsina pentru ruperea lanturilor polipeptidice. Desi au existat
diferente in ceea ce priveste gradele de hidroliza, s-a observat o diferenta foarte mica in ceea
ce priveste activitatea antioxidanta. in ciuda GH ridicat, activitatea de captare a DPPH a fost

scazuta.
Tabel 9.1. Caracteristicile hidrolizatelor proteice
Hidrolizat Enzima Substrat Raport Timp GH Capacitate de scindare a
proteic E/S hidroliza (h) (%) DPPH (UM TE/g proteina)
Hp(T) Thermolizina IPZ 1:1000 6 18,73 4,44 + 0,47
Hp(B-LgT) Thermolizina B-Lg 1:50 2 20,68 41,77 + 4,082
Hp(CT) Chimotripsina IPZ 1:50 2 9,32 5,28 + 0,34°
Hp(LFCT)  Chimotripsina LF 1:50 2% 14,41 1,74 £0,12°

Pentru hidroliza IPZ-ului folosind proteaza, au fost utilizate mai multe rapoarte
enzima/substrat pentru a atinge cel mai mare grad de hidroliza. GH-ul dobandit este ilustrat in
figura 9.4.
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Figura 9.4. Grade de hidroliza obtinute dupa hidroliza enzimatica a IPZ cu proteaza in diferite
rapoarte enzimatice:substrat
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Figura 9.4a arata ca pentru cele trei rapoarte enzima/substrat, GH a crescut cu timpul,

dar a scazut odata cu cresterea masei substratului. in primele 60 min de hidroliza, GH a

crescut rapid in toate cele trei hidrolize, ca mai apoi cresterea sa aiba loc lent (in ceea ce

priveste ultimele doua rapoarte). Dupa 2 ore de hidroliza s-a inregistrat un GH maxim de 47,51
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+ 1,00 % cu raportul de 1:10. Desi procesul de hidroliza a continuat inca o ora, GH-ul a ramas
acelasi, dar hidrolizatele au devenit foarte amare datorita eliberarii de peptide mici si
aminoacizi. Raportul de 1:50 a afisat o crestere mult mai mica si mai lentd a GH decét cea
raportata anterior. Astfel, dupa 4 ore de hidroliza, GH a fost de 21,91 + 2,51 %. Cele mai
scazute grade de hidroliza au fost observate la un raport de 1:100 enzimé&/substrat. Tn acest
caz, GH a crescut mai lent, ajungand la 18,41 £ 1,03 % dupa 4 ore. Cu toate acestea, dupa
21 de ore de hidroliza (figura 9.4 b), GH a crescut la 27,14 £+ 0,58 %.

Tn studiul nostru, activitatea antioxidanta a hidrolizatului cu proteaza a fost determinata
folosind atat DPPH, cat si ABTS ca radicali liberi. La evaluarea activitatii antioxidante asupra
DPPH, a fost observat un efect antioxidant de 3,97 + 0,35 uM ET/g s.u., in timp ce asupra
ABTS de 17,38 + 0,02 uM ET/g s.u.

9.4.2. Efectul prebiotic al hidrolizatelor proteice

Efectul prebiotic Hp(P) a fost analizat la o concentratie de 2 % hidrolizat, asupra tulpinii
probiotice de L. paracasei, in timpul fermentatiei in vitro (48 ore, la 37 °C) si depozitarii (dupa
7, 14 si 21 de zile la 4 °C) (tabel 9.2).

Tabel 9.2. Efectul prebiotic al hidrolizatelor (2 %) asupra L. paracasei
Efect prebiotic (log UFC/mL)

* ** *k*k *kkk

Proba

Control 1 1 1 1
Hp(P) 1,36+0,01 131+0,05 1,27+0,07 1,27+0,03
* Fermentare (48 h, 37 °C); ** 7 zile de depozitare; ***14 zile de depozitare; ***21 zile de depozitare

Rezultatele au demonstrat ca tulpina probiotica comerciala a fost capabila sa creasca in
mediul MRS suplimentat cu 2 % hidrolizate. Dupa 48 de ore de fermentatie lactica s-a
demonstrat efectul prebiotic. Efectul prebiotic a scazut usor in perioada de pastrare, conform
datelor de la Tabel 9.2. Un indice prebiotic mai mare de 1,0 inseamna ca hidrolizatele
influenteaza pozitiv dezvoltarea probioticelor.

9.5. Concluzii partiale

In acest studiu au fost examinate diverse enzime pentru a obtine hidrolizate proteice din
diferite substraturi, cu un grad ridicat de hidroliza. Astfel, proteinele din zer, B-lactoglobulina si
lactoferina au fost clivate cu termolizina, chimotripsind si proteaza. Rezultatele au permis
elaborarea urmatoarelor concluzii partiale:

» Au fost testate diverse rapoarte enzima/substrat, gradul de hidroliza avand valori
cuprinse intre 9,32 % si 47,51 %.

> 1n ciuda gradului ridicat de hidroliza, activitatile antioxidante au fost scazute.

» Odata cu cresterea raportului substrat-enzima, hidroliza proteinelor cu proteaza a avut
loc mai lent. Tn acelasi timp, gradul de hidroliza a crescut odata cu timpul.

» Activitatea antioxidanta a hidrolizatului proteic obtinut cu proteaza a crescut odata cu
timpul si raportul enzima-substrat.

» Hidrolizatul proteic obtinut cu proteaza dupa 21 de ore de hidroliza a prezentat un efect
prebiotic asupra tulpinii comerciale de bacterii L. paracasei.
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CAPITOLUL 10. STUDII PRIVIND LEGAREA $I STINGEREA FLUORESCENTEI
PROTEINELOR $I PEPTIDELOR DIN ZER PRIN ADAOSUL DE COMPUSI BIOLOGIC
ACTIVI DIN COJI DE VINETE

10.2. Obiectivele studiului

Acest studiu a avut ca scop evaluarea mecanismului de legare dintre proteinele si
peptidele din zer si compusii bioactivi din cojile de vinete. Astfel, obiectivele acestui studiu au
fost de a:

> investiga interactiunea dintre B-Lg, LF, IPZ, peptide si antocianii din cojile de vinete in
intervalul de temperatura de 25-100 °C, avand in vedere importanta tratamentului
termic Tn industria alimentara;

> calcula parametrii de legare si termodinamici si a aproxima principalele forte implicate
in proces.

10.4. Rezultate si discutii
10.4.1. Stingerea fluorescentei §-Lg

Figura 10.1 ilustreaza modificarile spectrelor de emisie ale proteinei tratate la diferite
temperaturi pe masura ce concentratia de extract a crescut.
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Figura 10.1. Spectrele de fluorescenta ale interactiunii dintre B-Lg tratata termic la 25 °C (a), 70 °C (b)
si 100 °C (c) si antocianii din cojile de vinete Tn concentratii de la 0 la 7.02 x 10-7 mol D3G (a—g)
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Figura 10.1 arata ca intensitatea fluorescentei 3-Lg scade pe masura ce concentratia
de extract creste. La nivel molecular, au aparut transferul de energie si interactiunile de legare
intre antociani si proteine si au condus la modificari ale polaritatii mediului in jurul resturilor de
Trp prezente in lanturile polipeptidice. La 25 °C, antocianii au stins 33% din fluorescenta initiala
a proteinei (figura 10.1 a). Pe masurd ce temperatura a crecut, a aparut si o crestere a
efectului de stingere a intensitatii fluorescentei (figura 10.1 b, c).

Pentru a prezice mecanismul de stingere a fluorescentei (static sau de coliziune),
parametrii de legare (tabelul 10.1) au fost calculati pornind de la ecuatia Stern-Volmer.

Tabel 10.1. Parametrii de legare dintre §-Lg tratata termic in intervalul de temperatura 25 °C - 100 °C
si antocianii din cojile de vinete

Temperatura (°C)  Ksv x 10* (L x molt) Kb x 10® (L x mol?) n
25 73,96 £ 9,922 9,74 + 0,46b 0,91 £ 0,02¢
50 74,90 £ 7,752 9,58 + 0,22 0,90 £ 0,04¢
60 79,66 £ 4,472 9,23 + 0,54 0,89 + 0,04¢
70 84,70 £ 2,362 8,83 £ 0,33 0,88 + 0,02¢
80 86,30 £ 2,222 9,57 £ 0,57 0,96 + 0,06°¢
90 87,60 £ 7,252 10,56 + 1,42b 1,06 £ 0,16¢
100 87,65 £ 2,892 10,61 + 1,84b 0,90 £ 0,04¢

Influenta temperaturii a fost evidentiata cu litere mici pe coloana. Valorile care au o litera mica pe
coloana nu sunt semnificativ diferite (p>0,05)

Valorile Ksv au prezentat o usoara crestere, insa nesemnificativa, odata cu temperatura
(p>0,05), ceea ce indica faptul ca la nivel molecular a avut loc un transfer de energie scazut,
procesul fiind static (tabel 10.1). Valorile Kb au scazut usor odata cu cresterea temperaturii
pana la 70 °C, apoi au crescut cu temperatura pana la 100 °C. Acelasi comportament a fost
urmat de numarul de situsuri de legare. Cu toate acestea, nu au fost observate diferente
semnificative din punct de vedere statistic (p>0,05). Acest fenomen este cunoscut sub
denumirea de diagrama ,break-in Arrhenius” si se datoreaza suprapunerii fortelor implicate in
procesul de legare dintre proteine si antociani in jurul temperaturii de 70 °C.

Tabel 10.2 prezintd parametrii termodinamici, iar acestia permit intelegerea tipului de
forte implicate Tn mecanismul de legare a 3-Lg cu antocianii.

Tabel 10.2. Parametrii termodinamici de legare dintre 8-Lg tratat termic in intervalul de temperatura
25 °C - 100 °C si antocianii din cojile de vinete

Temperatura (°K) AH (J/mol) AS (J/mol x K) AG (J/mol)

298 -71,72
323 -103,72
333 309,72 1,28 116,52
343 -129,32
353 -3450,86
363 -1325,8 6,02 -3511,06
373 -3571,26

Pentru complexul format intre B-Lg si antociani din cojile vinetelor, entalpia si entropia
au fost estimate in doua intervale de temperatura si anume 25-70 °C si 70-100 °C. Valorile
celor doi parametri termodinamici permit aprecierea faptului ca in procesul de legare, in
intervalul de temperatura 25-70 °C, au fost implicate forte hidrofobe (AH>0, AS>0), in timp ce
in intervalul 70-100 °C au fost interactiuni electrostatice (AH <0, AS> 0). Variatia energiei libere
a prezentat, de asemenea, valori negative, indicand faptul ca reactia de legare a avut loc
spontan si a fost dominata de entalpie.
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10.4.2. Stingerea fluorescentei Lf

Figura 10.3 ilustreazd modificari ale spectrelor de emisie ale Lf pe masura ce
concentratia extractului, temperatura si timpul de tratament termic au crescut.
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Figura 10.3. Spectrele de fluorescenta ale interactiunii dintre Lf tratat termic la 25 °C (a), 60 °C (b) si
80 °C (c) si antocianii din cojile de vinete intr-o concentratie de 0 pana la 7.03 x 107" mol D3G (a—g)

O scadere treptata a intensitatii fluorescentei a fost observata pe masura ce concentratia
extractului a crescut. Astfel, la 25 °C, antocianii au stins 44% din intensitatea fluorescentei LF
si la 60 °C si 80 °C in proportie de 48%. Efectul de stingere a crescut odata cu cresterea
temperaturii.

Parametrii de legare ai antocianilor la Lf sunt detaliati in tabel 10.3.

Tabel 10.3. Parametrii de legare intre Lf tratata termic in intervalul de temperatura de la 25 °C la 80
°C si antocianii din coji de vinete

Temperatura (°C) Ksv x 10* (L x mol?) Kb x 10° (L x mol?) n
25 106,43 £ 9,122 80,29 + 4,47 0,88 + 0,03¢
50 110,13 + 3,322 80,74 + 1,42° 0,91 + 0,05b¢
60 117,13 £ 7,422 83,08 + 6,19° 0,97 £ 0,032kc
70 130,19 + 6,292 83,77 £ 7,47° 1,01 £ 0,01
80 134,95 + 7,842 84,57 + 3,37° 1,02 £ 0,032

Influenta temperaturii a fost evidentiata cu litere mici pe o coloana. Valorile care au o litera mica pe
coloana nu sunt semnificativ diferite (p>0,05) conform testului ANOVA.

Cresterea temperaturii a dus la o usoara crestere a valorilor Ksv (tabelul 10.3), indicand
un transfer de energie scazut intre Trp si moleculele de antociani, specific unui proces static.
Valorile kb au crescut usor odata cu temperatura, dar nu a existat o influentd semnificativa a
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temperaturii asupra acestei constante (p>0,05). Valorile parametrului n au crescut semnificativ
(p<0,05) odata cu cresterea temperaturii, Lf avand cel putin un situs cu afinitate mare de legare
pentru antociani.

Tabel 10.4. Parametrii termodinamici dintre LF tratat termic de la 25 °C /a 80 °C si antocianii din cojile

vinetelor
Temperatura (°K)  AH (J/mol)  AS (J/mol x K) AG (J/mol)
298 -1791,65
323 -1920,65
333 -253,97 5,16 -1972,25
343 -2023,85
353 -2075,45

Dupa calcularea parametrilor termodinamici (tabelul 10.4), a rezultat un AH de -253,91
J/mol si AS de 5,16 J/mol x K. Aceste valori indica faptul ca interactiunile electrostatice au fost
implicate in mecanismul de legare. In acelasi timp, indica faptul ca reactia dintre molecule a
fost exoterma. AG a avut valori negative, ceea ce inseamna ca procesul de legare a avut loc
spontan de la dreapta la stdnga, cu entalpia dominanta.

10.4.3. Stingerea fluorescentei proteinelor din zer

Figura 10.5 afiseaza modificarile spectrelor de emisie ale solutiei de IPZ pe masura ce
concentratia extractului din coji de vinete a crescut.
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Figura 10.5. Spectrele de fluorescenta ale interactiunii dintre IPZ tratat termic la 25 °C (a), 70 °C (b) si
90 °C (c) si antocianii din cojile de vinete intr-o concentratie de 0 pana la 8.47 x 107 mol D3G (a—g)
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La 25 °C, antocianii din extractul de coji de vinete au stins 35 % din fluorescenta initiala
a proteinelor. Odata cu cresterea temperaturii, s-a observat o crestere a efectului de stingere
a fluorescentei de catre antociani, ajungand la 38 % in cazul tratamentului termic al proteinei
la 90 °C. Aceste modificaari indica faptul ca intre antocianii din cojile vinetelor si proteinele
zerului apar interactiuni de legare si transfer de energie.

Parametrii de legare indicati in tabelul 10.5 au fost determinati pentru a putea prezice
mecanismul de stingere a fluorescentei.

Tabel 10.5. Parametrii de legare intre IPZ tratat termic in intervalul de temperatura de la 25 °C la 90
°C si antocianii din cojile de vinete

Temperatura (°C) Ksv x 10* (L x molY) Kb x 10% (L x mol?) n
25 66,40 £ 3,672 9,83 + 0,59 0,87 £ 0,07¢
50 68,45 £ 1,302 9,87 + 0,47 0,89 + 0,04¢
60 68,80 £ 5,522 10,01 £+ 0,09° 0,91 £ 0,04¢
70 71,00 £ 3,042 9,75+ 0,27 0,89 £ 0,01¢
80 73,10 £ 3,142 9,55+ 0,19b 0,89 £ 0,01¢
90 79,90 = 0,562 9,02 +0,11b 0,88 £ 0,02¢

Influenta temperaturii a fost evidentiata cu litere mici pe o coloana. Valorile care au o litera mica pe
coloana nu sunt semnificativ diferite (p>0,05) conform testului ANOVA.

Cresterea temperaturii a dus la o usoara crestere a valorii Ksv (tabelul 10.5), specifica
unui proces static, indicand un transfer de energie scazut intre Trp si moleculele de antociani.
Valorile kb au crescut usor odata cu temperatura pana la 60 °C si apoi au scazut usor odata
cu cresterea temperaturii. Acest fenomen se numeste diagrama ,break-in Arrhenius” datorita
reactiei B-Lg (gasita in cel mai mare procent in IPZ) la tratamentul termic.

Tabelul 10.6 prezinta valorile entalpiei si entropiei estimate pentru interactiunea dintre
IPZ tratat termic si antociani in doua intervale de temperatura, si anume 25-60 °C si 70-90 °C.

Tabel 10.6. Parametrii termodinamici de legare intre IPZ tratat termic de la 25 °C la 90 °C si antocianii
din cojile de vinete
Temperatura (°K)  AH (J/mol)  AS (J/mol xK) AG (J/mol)

298 -908,53
323 -118,83 2,65 -974,78
333 -1001,28
343 -209,31
353 284,61 1,44 -223,71
363 -238,11

Valorile pentru cei doi parametri termodinamici demonstreaza ca atat interactiunile
electrostatice (AH <0, AS> 0) cét si fortele hidrofobe (AH> 0, AS> 0) au fost implicate in
procesul de legare (tabelul 10.6). In acelasi timp, valorile AG au fost negative in cele doua
intervale de temperatura, si anume 25-60 °C si 70-90 °C, sugerand ca reactia de legare a avut
loc spontan si aproape complet, fiind dominata de entalpie mai mult decat de entropie.

10.4.4. Stingerea fluorescentei peptidelor din zer

Figura 10.7 ilustreaza spectrele de fluorescenta ale peptidelor tratate termic la diferite
temperaturi, titrate cu un extract din coji de vinete.
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Figura 10.7. Spectrele de fluorescenta ale interactiunii dintre Hp(P) 3 Da tratat termic la 25 °C (a), 70
°C (b) si 100 °C (c) si antociani din cojile de vinete intr-o concentratie de 0 pana la 8.48 x 10" mol
D3G (a—g)

La 25 °C, antocianii din extractul de coji de vinete au stins 29% din fluorescenta initiala
a peptidelor. Pe masura ce temperatura a crescut, a fost observata si o crestere a efectului de
stingere al fluorescentei de catre antocianii din cojile vinetelor. La 70 °C, efectul de stingere a
fluorescentei a fost de 33 %, ajungand la 36 % in cazul tratamentului termic al peptidelor la
100 °C. Acest lucru indica faptul ca un proces de legare si transfer de energie a avut loc intre
antociani din cojile vinetelor si peptide.

Tabelul 10.7 detaliaza valorile parametrilor de legare dintre Hp(P) tratat termic in
intervalul de temperatura de la 25 °C la 100 °C si antociani din coaja de vinete.

Tabel 10.7. Parametrii de legare intre Hp(P) tratat termic in intervalul de temperatura de la 25 °C la
100 °C si antocianii din cojile de vinete

Temperatura (°C) Ksv x 10* (L x mol?) Kb x 10°® (L x mol?) n
25 60,63 £ 2,072 10,73 £ 0,%7a 0,93 + 0,02
50 61,73 £ 2,252 10,21 £ 0,332 0,88 + 0,02
60 64,10 £ 4,022 9,80 + 0,10% 0,86 = 0,02b
70 72,10 £ 2,962 9,56 + 0,822 0,85 + 0,04
80 67,70 = 0,562 9,81+ 0,57 0,87 + 0,01°
90 67,33 £ 4,422 9,84 + 0,18% 0,88 + 0,05
100 64,83 £ 3,312 9,93 + 0,162 0,89 + 0,04°

Influenta temperaturii a fost evidentiata cu litere mici pe o coloana. Valorile care au o literd mica pe

coloana nu sunt semnificativ diferite (p>0,05) conform testului ANOVA.

21



Proiectarea de ingrediente noi pe baza de copusi bioactivi ai vinetelor pentru diferite aplicatii in industria alimentara

Nina Nicoleta Condurache (Lazar)

Din tabelul 10.7 se remarca o usoara crestere a valorilor Ksv cu cresterea temperaturii
pana la 70 °C, indicand un transfer de energie scazut intre reziduurile de Trp si moleculele de
antociani, dar si un proces static. In urma tratamentului termic la temperaturi mai ridicate,
valorile Ksv au inceput sa scada. Valorile kb au crescut odata cu temperatura pana la 70 °C
si apoi au scazut odata cu cresterea temperaturii. S-a observat faptul ca numarul de situsuri
de legare a urmat acelasi tipar, indicand existenta unei afinitati pentru locul de legare a
antocianilor din extractul de coji de vinete.

Tabelul 10.8 prezinta parametrii termodinamici estimati pentru interactiunea dintre
Hp(P) tratat termic si antocianii din cojile de vinete.

Tabel 10.8. Parametrii termodinamici de legare intre Hp(P) 3 kDa tratat termic in intervalul 25 °C —
100 °C si antocianii din cojile de vinete
Temperatura (°K) AH (J/mol) AS (J/mol x K) AG (J/mol)

298 -187,73
323 -225,23
333 259,17 13 -240,23
343 -255,23
353 -1112,65
363 -156,02 2,71 -1139,75
373 -1166,85

in cazul complexului format intre peptidele de 3 kDa si antociani, entalpia si entropia au
fost estimate in doua intervale de temperatura si anume 25-70 °C si 80-100 °C, dupa cum se
poate observa din tabelul 10.8. Valorile raportate demonstreaza faptul ca in procesul de
legare au fost implicate forte hidrofobe pentru primul interval de temperatura, reactia dintre
molecule fiind endoterm&. In al doilea interval de temperaturd au fost implicate forte
electrostatice, reactia fiind exoterma. Variatia AG a scazut odata cu temperatura, sugerand ca
reactia de legare are loc spontan si a fost dominata de entalpie.

10.5. Concluzii partiale

Rezultatele au permis elaborarea urmatoarelor concluzii partiale:

v' Spectroscopia cu fluorescenta a aratat ca antocianii din cojile vinetelor influenteaza
structura secundara a proteinelor si peptidelor prin legarea de acestea.

v’ S-a observat si un proces de legare puternica intre proteine/peptide si antociani la
anumite temperaturi.

v Fortele hidrofobe la temperaturi scazute si interactiunile electrostatice la temperaturi
mai ridicate au participat la procesul de legare intre antociani din extractul de coaja de
vinete si 3-lactoglobulina.

v Interactiuni electrostatice au avut loc in interactiunile dintre antociani si lactoferina.

v" Legarea antocianilor de proteinele din izolatul de proteine din zer s-a bazat pe
interactiuni electrostatice la temperaturi scazute si forte hidrofobe la temperaturi
ridicate.

v Intre antociani si peptidele rezultate prin hidroliza enzimatica a izolatului proteic din zer
cu proteaza, la temperaturi scazute au fost implicate forte hidrofobe, in timp ce la
temperaturi peste 80 °C au participat interactiuni electrostatice.
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CAPITOLUL 11. DEZVOLTAREA DE INGREDIENTE FUNCTIONALE PE BAZA DE
ANTOCIANI DIN COJILE DE VINETE $I PEPTIDE BIOACTIVE DIN ZER

11.2. Obiectivele studiului

Acest studiu a avut ca scop valorificarea antocianilor din cojile de vinete ca potentiale
ingrediente functionale pentru aplicatii in industria alimentara. Aceasta a implicat cresterea
stabilitatii si functionalitatii antocianilor prin microincapsularea lor impreund cu peptide
bioactive. Scopul final al microincapsularii a fost de a elibera din matrice componentele astfel
Tncat acestea sa fie absorbite eficient in sistemul digestiv uman.

Astfel, obiectivele acestui studiu au fost de a:

» incapsula compusii biologic activi din cojile vinetelor folosind diferite materiale de
incapsulare si tehnici;

» analiza fitochimic particulele din punct de vedere al concentratiilor de antociani,
flavonoide si polifenoli, activitatatii antioxidante, eficientei de incapsulare si stabilitatii
compusilor la depozitarea in timp;

» analiza structura morfologica a noilor ingrediente prin tehnici de microscopie
confocala cu laser;

> testa functionalitatea microparticulelor in timpul digestiei simulate in vitro.

11.4. Rezultate si discutii
11.4.1. Caracterizarea fitochimica si eficienta incapsularii compusilor din pudre

Caracterizarea fitochimica si eficienta de incapsulare a compusilor din pulberile
obtinute prin tehnica liofilizarii cu variatia materialelor de incapsulare

Extractele bogate in antociani au fost microincapsulate in diferite combinatii de CMC, P,
Hp si IPZ. Variatiile concentratiilor de polizaharide si proteine au dus la eficiente diferite de
incapsulare a antocianilor. Eficienta microincapsularii antocianilor a fost de 98,67 + 2,31 %
pentru V2 si 96,64 + 0,42 % pentru V3.

Tabel 11.1. Concentratiile de substante fitochimice in microcapsulele obtinute prin varierea
materialelor de Tncapsulare

Proba CTA CTF CTP Activitate antioxidanta
(ng D3G/g s.u.) (mg CE/g s.u.) (mg GAE/g s.u.) (UM TE/g s.u.)
Extract 561,56 + 8,64 2,87 + 0,02 13,13+0,81 25,70 £ 0,75
V2 392,26 £ 22,92 4,15+ 0,13° 10,74 + 0,702 36,34 £ 0,582
V3 290,95 + 3,53¢ 3,66 + 0,542 12,30 £ 0,39 35,42 £ 0,732

Valorile care au o litera mica pe coloana nu sunt semnificativ diferite (p>0,05) conform testului
ANOVA; V2 — CMC + P; V3 — WPI + Hp(P);

Dintre cele trei variante experimentale, cea care a avut doar CMC si P ca agenti de
incapsulare a prezentat cea mai mare CTA (tabelul 11.1). V2 a avut, de asemenea, cea mai
mare concentratie de flavonoide, insa cea mai scazutd concentratie de polifenoli. in ceea ce
priveste activitatea antioxidantd, nu au existat diferente semnificative intre cele trei pulberi
(p>0,05). Rezultatele obtinute au fost incluse in cererea de brevet A00532/08.10.2021.
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Caracterizarea fitochimica si eficienta de incapsulare a compusilor din pulberile
proiectate prin tehnica liofilizarii cu variatia raportului dintre materialele de
incapsulare

Extractul din coji de vinete a fost microincapsulat in diferite combinatii de CMC, P, Hp si
IPZ. Variatia rapoartelor dintre carbohidrati si proteine a condus la diferite eficiente de
incapsulare. Eficienta microincapsularii antocianilor a fost de 69,90 + 1,90 % pentru proba
martor, 70,03 £+ 2,17 % pentru 11, 77,60 £ 1,92 % pentru 12 si 73,78 + 1,71 % in cazul I3.

Concentratiile de substante fitochimice si activitatea antioxidanta a microparticulelor sunt
prezentate in tabelul 11.2. Cea mai mare CTA a fost gasita in varianta de control, urmata de
I3. Acesta din urma a afisat, de asemenea, cele mai mari CTF si CTP. Probele 11 si 12 au avut
o concentratie mai mica de substante fitochimice decat celelalte doua. Datorita concentratiei
mari de compusi biologic activi, proba martor si I3 au prezentat o activitate antioxidanta mai
mare de 94,71 + 2,57 yM TE/g dw si 91,31 + 0,98 uM TE/g dw comparativ cu I1 si 12. Prin
urmare, o cantitate mai mare de CMC in matricea de incapsulare a crescut retentia de compusi
biologic activi ducand astfel la o activitate antioxidanta mai mare.

Tabel 11.2. Concentratia de substante fitochimice in microcapsulele proiectate prin variarea raportului
dintre materialele de incapsulare

Proba CTA CTF CTP Activitate antioxidanta
(ug D3G/gs.u.) (mgEC/gs.u) (mgEAG/gs.u.) (UM ET/g s.u.)
Extract 580,0 + 0,03 4,48 + 0,80 13,64 + 0,19 157,82 + 9,46
Control 1250,0 + 0,252 25,50 + 0,602b 67,78 £ 9,292 94,71 + 2,802
11 520,0 £ 0,020 20,81 £ 0,962 62,49 £ 9,322 62,45 + 2,74
12 610,0 £ 0,01 23,77 £ 1,223 62,07 £ 0,392 55,43 +£7,17°
13 890,0 + 0,0220 28,67 + 1,95 69,15 + 0,602 64,58 + 0,49°

Valorile care au o litera mica pe coloana nu sunt semnificativ diferite (p>0,05) conform testelor
ANOVA; Control — CMC/P/WPI in 1:1:0.4 ratio, 11 - CMC/P/Hp(T) in 1:1:0.4 ratio; 12 - CMC/P//Hp(T) in
2:1:0.4 ratio; I3 - CMC/P/Hp(T) in 1:2:0.4 ratio;

Caracterizarea fitochimica si eficienta de incapsulare a compusilor din pulberile
dezvoltate prin tehnica liofilizarii cu variatia tipului de hidrolizat proteic

Extractul a fost microincapsulat folosind CMC si P ca materiale de incapsulare. Peptidele
din zer generate cu ajutorul a doua enzime distincte au fost, de asemenea, adaugate pentru
a imbunatati functionalitatea pulberilor. Variatia peptidelor din microcapsule a condus la cele
trei variante tehnologice cu eficiente diferite de incapsulare. Eficienta de microincapsulare a
antocianilor a fost de 88,57 + 6,69% la martor, 86,54 + 5,20% pentru VCT si 64,12 + 5,41%
pentru VT.

Concentratiile de substante fitochimice si activitatea antioxidanta a particulelor fine sunt
prezentate in tabelul 11.3. Cea mai mare CTA a fost gasita pentru VT, urmata de varianta de
control. Cea mai mare CTF a fost gasita in proba VT, urmata de VCT. De asemeni, VCT a
prezentat cea mai mare CTP, urmata de proba VT. Datorita concentratiei mari de antociani,
probele martor si VT au prezentat cele mai mari activitati antioxidante de 38,62 + 3,87 pM ET/g
s.u. si 46,38 £ 1,28 pM ET/g s.u. Rezultatele au fost incluse in cererea de brevet OSIM
A25042/05.10.2018.
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Tabel 11.3. Concentratii de compusi fitochimici din microcapsulele preparate prin variarea tipului de
hidrolizat proteic

Proba CTA CTF CTP Activitate antioxidanta
(vg D3G/g s.u.) (mgEC/gs.u.) (mgEAG/gs.u.) (UM ET/g s.u.)
Extract 340,0+ 0,51 13,44 £ 0,97 19,52 £ 0,51 157,82 + 9,46
Control 110,0 + 0,012 67,74 + 1,432 13,69 + 1,102 38,62 + 3,872b
VCT 90,0 + 0,012 74,48 + 4,15b 19,82 + 3,07 34,39 + 5,692
VT 130,0 + 0,020 77,46 + 0,55b 17,26 + 1,292 46,38 + 1,28

Valorile care au o litera mica pe coloana nu sunt semnificativ diferite (p>0,05) conform testului
ANOVA; Control — CMC + P + WPI; VCT — CMC + P + Hp(CT); VT — CMC + P + Hp(T);

Caracterizarea fitochimica si eficienta de incapsulare a compusgilor din pulberile
dezvoltate prin tehnica liofilizarii cu variatia tulpinilor de bacterii lactice

Extractul de coji de vinete bogat in antociani a fost microincapsulat folosind CMC si P.
Tn plus, pentru a creste functionalitatea, au fost adaugate peptide din zer si diverse tulpini de
bacterii lactice. Variatia tulpinilor de bacterii in microcapsule a condus la proiectarea a trei
variante tehnologice cu eficiente diferite de incapsulare a antocianilor. Eficienta
microincapsularii antocianilor a fost de 95,76 + 0,67% pentru control, 94,85 + 0,38% pentru
VB si 95,89 * 0,38% pentru VBP.

Concentratiile de substante fitochimice si activitatea antioxidantd a pulberilor sunt
indicate n tabelul 11.4. Cea mai mare CTA a fost observata pentru control, urmata de pudra
cu co-culturd. In ceea ce priveste concentratia de polifenoli, VBP a prezentat cea mai mare
CTP, urmata de VB. Concentratiile ridicate de antociani din probele martor si VBP au dus la
activitati antioxidante de 86,55 + 0,66 uM ET/g s.u. si 85,25 + 0,89 uM ET/g s.u. Cu toate
acestea, asa cum se raporteaza in tabelul 11.4, nu exista diferente semnificative intre valorile
CTF a celor trei variante experimentale de pudre. Prin urmare, se poate aprecia ca tehnica de
co-microincapsulare si compusii utilizati au permis proiectarea de ingrediente cu un continut
ridicat de compusi biologic activi si bacterii lactice, cu o eficienta ridicatd de incapsulare. De
asemenea, toate variantele au prezentat valori ridicate ale activitatii antioxidante. Rezultatele
au fost incluse in cererea de brevet A00481/01.08.2019.

Tabel 11.4. Concentratiile de substante fitochimice in microcapsulele proiectate prin variarea tulpinii
de bacterii lactice

Proba CTA CTF CTP Activitate antioxidanta  Bacterii lactice
(mg D3G/g s.u.) (mg EC/g s.u.) (mg EAG/g s.u.) (uM TE/g s.u.) (UFC/g s.u.)
Extract 662,40+13,14 15,11+0,14 24,15+ 0,34 258,04 £ 0,51 -
Control  360,0 + 0,012 4,33+ 0,742 4,77 + 0,262 86,55 + 0,66 -
VB 270,0 £ 0,01 5,02 £ 0,882 5,88 + 0,722 73,77 £ 0,50° 1.96 x 108°
VBP 320,0 +0,01¢ 4,94 + 0,862 6,34 + 0,70 85,25+ 0,892 1.12 x 10%

Valorile care au o litera mica pe coloana nu sunt semnificativ diferite (p>0,05) conform testului
ANOVA,; Control - WPI + CMC + P + Hp(B-LgT); VB — WPI + CMC + P + Hp(B-LgT) + L.
bifermentans; VBP - VB — WPI + CMC + P + Hp(B-LgT) + L. bifermentans + L. plantarum (1:1);

Caracterizarea fitochimica si eficienta de incapsulare a compusilor din pulberile
preparate prin tehnica de gelifiere larece

in urma incapsularii compusilor bioactivi din cojile vinetelor prin gelifiere, s-au obtinut
eficiente de incapsulare de 64,68 + 0,68 % pentru GV1 si, respectiv, 96,44 + 3,43 % pentru
GV2. Variatia concentratiilor materialelor de incapsulare a condus la diferente semnificative
(p>0,05) in ceea ce priveste eficienta incapsularii antocianilor.
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Tabelul 11.5 prezintd concentratile de compusi fitochimici din pudrele obtinute prin
metoda gelifierii. Se observa si in acest caz ca cea mai mare CTA se regaseste in varianta
tehnologica ce a avut concentratii mai mari de poliglucide decat de proteine. In cazul
incapsularii flavonoidelor din extractul din coji de vinete, nu se observa diferente semnificative
intre cele doua ingrediente obtinute (p > 0,05). Cea mai mare CTP s-a incapsulat in GV1, tot
aceasta varianta de pudra prezentand si cea mai mare activitate antioxidanta.

Tabel 11.5. Concentratia de substante fitochimice in microcapsulele produse prin gelifiere

Proba CTA CTF CTP Activitate antioxidanta
(ug D3G/gs.u.) (mgEC/gs.u.) (mgEAG/gs.u.) (UM ET/g s.u.)
Extract 406,47 + 37,41 2,99+0,12 12,79 + 0,66 193,14 + 1,25
GV1 50,41 £2,132 1,53 + 0,062 8,03 £0,182 41,96 + 0,282
GV2 94,94 + 7,94 1,64 + 0,142 7,22 £0,18° 36,60 + 0,83

Valorile care au o litera mica pe coloana nu sunt semnificativ diferite (p>0,05) conform testului
ANOVA; GV1 — CMC/P/WPI IN A 1:1:2 ratio; GV2 — CMC/P/WPI in a 1:1:0.6;

11.4.2. Stabilitatea la depozitare a compusilor din pudre

Stabilitatea la depozitare a compusilor fitochimici din pulberile concepute prin tehnica
liofilizarii cu variatia materialelor de incapsulare

Modificarile n ceea ce priveste concentratiile de compusi biologic activi din ingredientele
produse prin varierea materialelor de incapsulare sunt ilustrate graficul din figura 11.8. O
eliberare semnificativa de CTA din matricea de incapsulare a avut loc dupa cele 28 de zile de
depozitare la 4 °C (p<0,05). Antocianii din matricea de polizaharide au fost eliberati in proportie
de 15 %, in timp ce matricea constand numai din proteine a dus la o eliberare de 33 % din
CTA (figura 11.8 a). O crestere cu 23 % a CTF a fost observata in V2, in timp ce in V3 a
prezentat stabilitate (figura 11.8 b). S-a observat o buna stabilitate in timp si in cazul
polifenolilor pentru V2. In V3 a aparut o crestere de aproximativ 12 % a CTP (figura 11.8 c).
Eliberarea concentratiilor de compusi biologic activi din matricea de incapsulare a determinat
o crestere a activitatii antioxidante. Astfel, a existat o crestere semnificativa (p<0,05) a valorilor
activitatii antioxidante impotriva radicalului DPPH pentru ambele pulberi dupa 14 zile (figura
11.8 d). Ulterior, ins&, s-a observat o scadere a activitatii antioxidante ca urmare a degradarii
compusilor.
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Figura 11.8. Stabilitatea la depozitare a CTA (a), CTF (b), CTP (c) si a activitatii antioxidante (d) din
pulberile produse prin tehnica de liofilizare cu varierea materialelor de incapsulare; V2 — CMC + P; V3
—WPI + Hp(P); Valorile care impartasesc o litera nu sunt semnificativ diferite (p>0,05) conform
testului ANOVA,;

Stabilitatea la depozitare a compusilor fitochimici din pulberile dezvoltate prin tehnica
de liofilizare cu variatia raportului dintre materialele de incapsulare

Figura 11.9 ilustreaza o scadere semnificativa de aproximativ 31% a CTA in proba
martor, in timp ce pentru 11 s-a inregistrat o usoara crestere de 8%. in 12 s-a inregistrat o
usoara scadere de 11%, in timp ce 13 a prezentat cea mai mare stabilitate, cu o usoara scadere
de 1% a continutului de CTA. De asemenea, CTP a scazut intre 30,88 + 0,68 % in |1 si 36,89
* 1,88% in 13, in timp ce |12 a prezentat o stabilitate buna cu o scadere usoara de numai 0,12
+ 0, 01% (figura 11.9). CTF a crescut in toate probele, in principal in varianta |1, ceea ce a
dus si la o crestere a activitatii antioxidante.
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Figura 11.9. Stabilitatea la depozitare a CTA (a), CTF (b), CTP (c) si a activitatii antioxidante (d) din
pulberile concepute prin tehnica de liofilizare cu variatia raportului materialului de Thcapsulare; Control
— CMC/P/WPI in 1:1:0.4 ratio, 11 - CMC/P/Hp(T) in 1:1:0.4 ratio; 12 - CMC/P/Hp(T) in 2:1:0.4 ratio; I3 -

CMC/P/Hp(T) in 1:2:0.4 ratio; Valorile care impartasesc o literd nu sunt semnificativ diferite (p>0,05)

conform testului ANOVA

Stabilitatea la depozitare a compusilor fitochimici din pulberile produse prin tehnica
liofilizarii cu variatia tipului de hidrolizat proteic

In ceea ce priveste atat TAC, céat si TFC si TPC se observa o stabilitate remarcabild a
compusilor biologic activi in toate variantele de pudre obtinute (figura 11.10). Cu toate
acestea, o crestere semnificativa a activitatii antioxidante a aparut in toate variantele
experimentale. Se observa o crestere in cazul variantei VCT de 38,60% dupa 28 de zile de
depozitare (p < 0.05). Activitatea antioxidanta a probei martor a crescut cu 33,35%, iar cea a
VT cu 34,70%.
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Figura 11.10. Stabilitatea la depozitare a CTA (a), CTF (b), CTP (c) si activitate antioxidanta (d) din

pulberile realizate prin tehnica de liofilizare cu variatia tipului de hidrolizat proteic; Control - CMC + P

+WPI; VCT — CMC + P + Hp(CT); VT — CMC + P + Hp(T); Valorile care impartasesc o litera nu sunt
semnificativ diferite (p>0,05) conform testului ANOVA

Stabilitatea la depozitare a compusilor fitochimici din pulberile realizate prin tehnica
liofilizarii cu variatia tulpinilor de bacterii lactice

Depozitarea pulberilor timp de 28 de zile, a determinat o scadere a continutului de
compusi biologic activi, in special in proba codificatd VBP, pentru continutul de antociani
monomerici (cu circa 32%), si pentru continutul de flavonoide totale, in probele codificate
martor si VB (cu circa 40% in proba martor si 54% in proba codificatd VB). Toate cele trei
probe au prezentat o eliberare a compusilor polifenolici, ceea ce a condus la o crestere a
activitatii antioxidante. Toate probele au pastrat o activitate antioxidanta, peste 80 uM Trolox/g
s.u. (figura 11.11).
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Figura 11.11. Stabilitatea la depozitare a CTA (a), CTF (b), CTP (c) si a activitatii antioxidante (d) din
pulberile preparate prin tehnica de liofilizare cu variatia tulpinilor de bacterii lactice; Control - WPI +
CMC + P + Hp(B-LgT); VB — WPI + CMC + P + Hp(B-LgT) + L. bifermentans; VBP - VB — WPI| + CMC
+ P + Hp(B-LgT) + L. bifermentans + L. plantarum (1:1); Valorile care impartasesc o litera nu sunt
semnificativ diferite (p>0,05) conform testului ANOVA

in ambele ingrediente, viabilitatea bacteriilor a scazut cu 1 log, conform tabelului 11.6.

Tabelul 11.6. Stabilitatea la depozitare a bacteriilor lactice din pulberi
Viabilitatea celulara (UFC/g s.u.)

Varianta de pudra

0 zile 28 zile
Control - -
VB 1,96 x 108a 7,88 x 107°
VBP 1,12 x 10°4a 1,78 x 108b

Valorile care au o litera mica pe linie nu sunt semnificativ diferite (p>0,05) conform testului ANOVA,
Control — WPl + CMC + P + Hp(B-LgT); VB — WPl + CMC + P + Hp(B-LgT) + L. bifermentans; VBP -
VB - WPI + CMC + P + Hp(B-LgT) + L. bifermentans + L. plantarum (1:1);

Stabilitatea la depozitare a substantelor fitochimice din pulberile furnizate prin tehnica
de gelifiere

Atat CTA (figura 11.12 a) cat si CTF (figura 11.12 b) ale variantei GV1 nu s-au modificat
semnificativ In timpul celor 28 de zile de depozitare (p>0,05). In schimb, pentru GV2, a existat
o eliberare de antociani din matrice de aproximativ 20 %. CTP-ul lui GV2 a crescut, de
asemenea, cu aproximativ 18 %, in timp ce CTP-ul lui GV1 a ramas constant (figura 11.12 c).
In ceea ce priveste activitatea antioxidanta (figura 11.12 d), in GV1 aceasta a scazut cu 16
% dupa 28 de zile de depozitare, in timp ce in GV2 a prezentat o crestere de aproximativ 13
%. Desi GV1 a incapsulat o concentratie mai mica de compusi biologic activi decat GV2, are
cea mai buna stabilitate la depozitare in timp.

30



Proiectarea de ingrediente noi pe baza de copusi bioactivi ai vinetelor pentru diferite aplicatii in industria alimentara

Nina Nicoleta Condurache (Lazar)

140 - c
5 120 .Vﬁ———j c =
? 100 & o
2 . ——GVl o
& 2
a (@)]
= E
< L 05 -
'_
O 0 T T 1 o O T T 1
0 10 20 30 0 10 20 30
Timp, zile Timp, zile
(). (D).
10 60 -
; ; d
©
> - .
- 8 . c 50 a e
=)} b a S5 40
~ 6 » ) c
L ow a
2 —--GV2 SF 20 - —B—G\2
g 2 ®=
- =2 3 10
o 0 T T T 1 Z
3 0 10 20 30 g 0 ' ' '
0 10 20 30
Timp, zile Timp, zile
(c). (d).

Figura 11.12. Stabilitatea la depozitare a CTA (a), CTF (b), CTP (c) si a activitatii antioxidante (d) din
pulberile produse prin tehnica de gelifiere; GV1 — CMC/P/WPI IN A 1:1:2 ratio; GV2 — CMC/P/WPI in
a 1:1:0.6; Values that share a lowercase letter per column are not significantly different (p>0.05)
according to the ANOVA test; Valorile care impartasesc o literd nu sunt semnificativ diferite (p>0,05)
conform testului ANOVA,;

11.4.3. Structura morfologica a pulberilor

Structura morfologica a pulberilor realizate prin tehnica de liofilizare cu variatia
materialelor de incapsulare

In figura 11.13 sunt prezentati compusii biologic activi (in special antociani) distribuiti
uniform in matricea polimerica groasa si, de asemeni, macule de oxalat de calciu, specifice
pericarpului cojilor de vinete. Figura 11.13 prezinta o distributie uniform& a compusilor biologic
activi din coaja de vinete Th matricea complexa de microincapsulare. Particulele de antociani
au prezentat dimensiuni medii intre 7 si 15 microni. Astfel, procesul de incapsulare a fost
considerat uniform. Se poate observa ca procesul de microincapsulare in matricea proteica a
protejat tesutul vegetal. In acelasi timp, fragmente de tesut vegetal cu un perete celular intact
si cu dimensiuni intre 60-65 pm au putut fi vizualizate frecvent.

(a). (b). (©).
Figura 11.13. Structura morfologica a pulberilor produse prin tehnica liofilizarii cu variatia materialelor
de Incapsulare: V1 (a - colorata); V2 (b - colorat) si V3 (c - colorat)
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Structura morfologica a pulberilor preparate prin tehnica de liofilizare cu variatia
raportului dintre materialele de incapsulare

Structura morfologica a celor patru variante este prezentata in imaginile native CLSM
din figura 11.14. In proba martor s-au observat formatiuni mari, cu contururi neregulate si
dimensiuni variabile (intre 26,54 si 40,52 um), cu structuri poroase (cum ar fi microcavitati sau
fisuri), cu cateva vezicule mici la periferie, cu diametre de 2 - 3 ym (figura 11.14 a). in 11 si 12,
modelul morfologic al microparticulelor a fost predominant filamentos, probabil datorita
prezentei peptidelor. Extensiile Tn forma de deget sau de ac au variat ca marime de la 8,54 la
20,20 ym in 12 (figura 11.14 c) sau chiar mai mari de 28,53 - 46,16 ym in I1 (figura 11.14 b).
in13 (figura 11.14 d), probabil datorita unei proportii mai mari de pectina, modelul a fost diferit,
cu clustere mari (46,32 - 81,16 um) formate prin fuziunea sferozomilor.

Imaginile microcapsulelor colorate cu DAPI si rosu Congo au aratat antociani agregati
in interiorul matricei. Compusii biologic activi au format particule rosii mici cu diametrul de 1-2
pm (figura 11.14 e), fiind distribuite in matrice (colorate in albastru/verde). Nu au putut fi
observate diferente semnificative intre control si I1 (figura 11.14 f). Cu toate acestea, in 12
(figura 11.14 g), au fost observate micro vezicule individuale cu diametre intre 6,7 si 14,82
pum. Microsferozomii, cu tendinta de aglutinare, erau vizibili in interiorul lor, sugerand o posibila
dubla incapsulare. Tn 13 (figura 11.14 h), s-au observat clustere dense, mari, neregulate, cu
dimensiuni cuprinse intre 64,43 si 102,10 pm, rezultate posibil din confluenta
microsferozomilor cu diametre variabile (4-5 ym in medie).

(@). (b). (©). (d).
(. (9). (h).

(e).
Figura 11.14. Structura morfologica a pulberilor proiectate prin tehnica de liofilizare cu variatia
raportului materialului de Tncapsulare: Control (a - nativ, e - colorat); I1 (b - nativ, f - colorat); 12 (c -
nativ, g - colorat) si I3 (d - nativ, h - colorat)

Structura morfologica a pulberilor realizate prin tehnica de gelifiere

Din figura 11.15 se observa faptul ca, prin inhcapsulare, compusii biologic activi din
exocarpul vinetei au generat un aspect digitiform, dantelat in varianta GV1 (figura 11.15 a) si
solzi compacti, neregulati in varianta GV2 (figura 11.15 b).

Microcapsulele au format biofilme mai mult sau mai putin omogene prin marcarea cu
reactivul colorant rosu Congo (figura 11.15 ¢ si d). Compusii bioactivi (in verde) au fost
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observati in reteaua proteica (in rosu) predominanta in matricea probei GV1 (figura 11.15 c).
Pe masura ce concentratia de proteine a scazut si cea de carbohidrati din matrice a crescut,
pulberea a devenit mai hidrofild, mai find si mai omogena, iar culoarea fluorescenta rosie
Congo a fost mai slaba (Figura 11.15 d).

(a). . . (d).
Figura 11.15. Structura morfologica a pulberilor produse prin tehnica de gelificare: GV1 (a - nativ, ¢ -
colorat) si GV2 (b - nativ, d - colorat)

11.4.4. Digestibilitatea in vitro a antocianilor din pulberi

Digestibilitatea in vitro a antocianilor din pulberile realizate prin tehnica de liofilizare
cu variatia materialelor de incapsulare

Eliberarea CTA din ingredientele microincapsulate prin liofilizare a fost studiata prin
simularea in vitro a digestiei gastrice si intestinale (figura 11.16).

In urma simularii digestiei gastrice a ingredientelor (figura 11.16 a), s-a observat o
crestere a antocianilor de 26,61% in supernatantul probei V2 dupa 2 ore de digestie. In cazul
lui V3, matricea formata doar din proteine si peptide a permis o crestere maxima a antocianilor
totali din digestat de 4,55% dupd 60 min de digestie. In plus, in cazul digestiei gastrice
simulate, matricea de proteine si peptide (V3) a avut un efect protector mai mare asupra
antocianilor din cojile de vinete decat matricea formatd numai de carbohidrati (V2). Cu toate
acestea, acest lucru s-a schimbat in timpul digestiei intestinale simulate (figura 11.16 b). In
acest caz, V3 a dus la eliberarea completa a antocianilor din matrice dupa 2 ore de digestie,
in timp ce pentru antocianii din V2 eliberarea a avut loc mai lent, fiind de numai 94,41% dupa
cele 2 ore de digestie simulata.

100 -+ V2 100 ——\V2
@ —=-v3 @
O —
o 80 - n 80 ——V3
= &
o ©0 O 60
= =
L 40 o 40
S 20 - S
< 20 5 20
o —
ﬁ O T - L|_J 0 T T T 1
S 0 30 60 90 120 L 0 30 60 90 120

Timp de digestie, min Timp de digestie, min
(a). (b).

Figura 11.16. Digestibilitatea in vitro gastrica (a) si intestinala (b) a pulberilor produse prin tehnica de
liofilizare cu variatia materialelor de incapsulare
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Digestibilitatea in vitro a antocianilor din pulberile preparate prin tehnica de liofilizare
cu variatia raportului dintre materialele de incapsulare

Digestibilitatea in vitro in SGS a demonstrat ca matricele de incapsulare selectate au
exercitat un efect protector asupra antocianilor in toate variantele experimentale (figura
11.17). O crestere maxima de pana la 12,43 * 0,15% dupa 120 min de digestie a fost
observata in cazul I1 pentru CTA. Dintre probele investigate, in cazul martor si I3, s-a remarcat
cel mai mare efect protector, cu o scadere usoard de maxim 3,76 + 0,09% si, respectiv, 4,28
+0,01%, dupa 120 min de digestie (figura 11.17 a). In SIS, rezultatele au aratat ca s-a eliberat
concentratia maxima de antociani dupa 120 min de digestie in toate ingredientele, cu o valoare
maxima inregistrata pentru |13 de 41,47 + 1,40%, urmata de 12 cu 25, 86 + 1,85% si |1 de 22,40
+ 1,13%, respectiv (figura 11.17 b).

8 = Control B Variant 1 o 200 = Control W Variant 1
UC) 14 1 Variant 2 H Variant 3 UC) Variant 2 W Variant 3
(= i = |
O 12 O 150
< 10 - <
o 8- ® 100 -
s ©
g ° 3
T 4 - m 20
X 2 X

0 - 0 -

0 30 60 90 120 0 30 60 90 120
Timp de digestie, min Timp de digestie, min
(a). (b).

Figura 11.17. In vitro digestibilitatea gastrica (a) si intestinala (b) a pulberilor produse prin tehnica de
liofilizare cu variatia raportului materialului de incapsulare: control; varianta 1 (I11); varianta 2 (12);
varianta 3 (13);

11.4.5. Biocompatibilitatea in vitro a pulberilor

Testarea biocompatibilitatii in vitro a pulberilor concepute prin tehnica de liofilizare cu
variatia raportului dintre materialele de incapsulare

Citotoxicitatea microcapsulelor dezvoltate prin microincapsularea extractului din coji de
vinete a fost evaluata prin teste in vitro pe o cultura de celule fibroblaste din linia stabilizata
NCTC clona L929 prin metoda Neutral Red. Rezultatele gasite dupa 24 de ore de cultivare
sunt expuse in tabelul 11.6.

Tabel 11.6. Viabilitatea celulelor fibroblaste cultivate in prezenta microparticulelor timp de 24 de ore,
determinatd prin metoda Rosu Neutru (procent de culturd martor, %)
Concentratie

10 50 100 250 500 750 1000

(Mg/mL)

Control 118,34 108,92 113,89 117,56 116,41 8528 82,73
11 110,47 102,83 102,83 104,05 101,65 100,47 98,66
12 116,80 115,35 105,39 113,64 106,20 100,47 94,95
13 112,89 111,49 117,08 109,58 79,25 49,96 21,71

Dupa 24 de ore de cultivare a celulelor fibroblaste in prezenta probelor, viabilitatea
celulara a fost ridicata, cu valori cuprinse intre 79,25% si 118,34%, cu exceptia 13. Astfel, toate
probele au fost necitotoxice pentru cultura de celule L929 (valori ale viabilitatii celulare >80%),

34



Proiectarea de ingrediente noi pe baza de copusi bioactivi ai vinetelor pentru diferite aplicatii in industria alimentara

Nina Nicoleta Condurache (Lazar)

in intervalul de concentratii testate, intre 10-1000 pg/mL, cu exceptia 13. Aceste rezultate
demonstreaza ca probele cu compusi polifenolici testate au actionat ca stimuli ai

metabolismului celular.

Rezultatele dupa 48 de ore de cultivare sunt afisate in tabelul 11.7.

Tabel 11.7. Viabilitatea celulelor fibroblaste cultivate in prezenta microparticulelor timp de 48 de ore,
folosind metoda Rosu Neutru (procent de culturd martor, %)

Concentratie

10 50 100 250 500 750 1000

(Hg/mL)

Control 103,65 100,18 103,36 100,13 99,95 98,47 99,32
1 117,36 114,50 111,63 111,79 108,38 116,07 114,93
12 106,89 114,66 118,71 11529 108,21 107,51 91,44
13 100,37 101,19 101,53 102,75 8824 28,42 8,09

Dupa 48 de ore de cultura, toate probele au fost necitotoxice pentru cultura de celule
fibroblaste L929 (valori ale viabilitatii celulare > 80 %), in intervalul de concentratii testate, intre
10-1000 pg/mL, cu exceptia |13 pentru care s-a observat, la concentratii mai mari de 500 pg/mL,
0 scadere brusca a viabilitatii celulare pana la 8,09 %. Rezultatele demonstreaza ca |3 a fost
biocompatibil numai in intervalul 10-500 pg/ml si a prezentat citotoxicitate la concentratii mai
mari. Proba 11 a stimulat proliferarea celulara dupa 48 de ore de cultura pe intregul interval de
concentratii testate. Proba martor a fost biocompatibila in intervalul 10-1000 pg/mL. Varianta
12 a stimulat proliferarea celulara in intervalul 10-750 pg /mL si la 48 de ore de cultura.

Morfologia celulara a fost analizatda dupa 48 de ore de cultura in prezenta diferitelor
concentratii de particule (figura 11.18). Imaginile de microscopie optica au ilustrat faptul ca
celulele tratate cu antociani au mentinut fenotipul fusiform normal, caracteristic celulelor
fibroblaste, similar cu proba de control a culturii netratate. Celulele au fost distribuite uniform
pe placa de culturd, iar densitatea celulelor a fost similara sau chiar mai mare in comparatie
cu proba de control netratata. In schimb, culturile de fibroblaste tratate cu 0,003 % H.0, si I3
cu o concentratie de 1000 pg/mL au prezentat o morfologie alteratd, cu numeroase celule
degenerate si lizate, cu o densitate celulara scazuta, ceea ce a indicat un efect citotoxic al
probei. Aceste observatii au confirmat datele cantitative obtinute prin metoda Rosului Neutru.
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Figura 11.18. Imagini de microscopie optica ale celulelor fibroblastice cultivate in prezenta de pulberi
timp de 48 de ore, in conditii standard (37 °C, atmosfera cu 5% COy2) prin colorare Giemsa: Blank (a);
H20:2 (b); Martor - 1000 ug/mL (c); 11 — 1000 pg/mL (d), 12 - 1000 pg/mL (e), I3 - 1000 pg/mL (f)

Testarea biocompatibilitatii in vitro a pulberilor produse prin tehnica de liofilizare cu
variatia tulpinilor de bacterii lactice

Rezultatele evaluarii biocompatibilitatii in vitro (tabelele 11.8 si 11.9) au demonstrat ca
toate variantele au fost biocompatibile deoarece, in comparatie cu proba martor (celule in
mediu de cultura), celulele cultivate in prezenta ingredientelor functionalizate au prezentat
valori ridicate de viabilitate si proliferare si morfologia lor in cultura a fost normala,
caracteristica fenotipului celulelor fibroblaste.

Tabel 11.8. Viabilitatea celulelor fibroblaste cultivate in prezenta ingredientelor functionalizate timp de
24 de ore, determinata prin metoda Rosu Neutru (procent de culturd martor, %)

Concentratie (ng/mL) 10 50 100 250
Control 92,37 94,87 96,30 90,58
VB 96,43 101,50 103,18 102,43
VBP 107,16 108,78 109,16 111,69

Tabel 11.9. Viabilitatea celulelor fibroblaste cultivate in prezenta microparticulelor timp de 48 de ore,
determinata prin metoda Rosu Neutru (procent de culturd martor, %)

Concentratie (ug/mL) 10 50 100 250
Control 110,25 108,85 107,06 103,66
VB 104,79 103,08 101,02 94,03
VBP 92,17 94,06 92,78 93,41

Din tabelele 11.8 si 11.9, se poate sublinia faptul ca proba martor a fost compatibila in
intervalul de concentratii de 10-250 pg/mL, atat dupa 24 de ore, cat si 48 de ore de cultivare.
Valorile viabilitatii celulare au fost semnificativ mai mari decat martorul netratat, ajungand la
110 % dupa 48 de ore de cultura. VB a fost biocompatibil pe tot intervalul de concentratii testat
dupa 24 de ore si 48 de ore de cultivare. Valorile viabilitatii celulare au fost nesemnificativ mai
mari decat martorul netratat, fiind de 103 % dupa 24 de ore de cultura si de 104 % dupa 48
de ore de culturd. VBP a fost biocompatibil in intervalul de concentratii 10-250 pg/mL,
stimuland proliferarea celulara la concentratii de 50-250 pg/mL, atat dupa 24 de ore de cultura,
cat si dupa 48 de ore de cultura. La aceste concentratii, valorile viabilitatii celulare au fost
semnificativ mai mari decat martorul netratat, crescand pana la 112 % dupa 24 de ore de
cultura, dar au scazut sub 100 % dupa 48 de ore de cultura.

Morfologia celulara a fost analizatd dupa 48 de ore de cultivare in prezenta extractelor
microincapsulate (figura 11.19). Imaginile au aratat ca celulele tratate cu extracte din coji de
vinete microincapsulate in concentratii de 10-250 pg/mL si-au mentinut fenotipul fusiform
normal, caracteristic celulelor fibroblaste, similar culturii netratate.
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Figura 11.19. Imagini de microscopie optica ale celulelor fibroblastice cultivate in prezenta de pulberi
timp de 48 de ore, in conditii standard (37 °C, atmosfera cu 5% CO>) prin colorare Giemsa: Blank (a);
Martor - 250 ug/mL (b); VB — 250 pg/mL (c), VBP - 250 pg/mL (d)

11.5. Concluzii partiale

Rezultatele acestui studiu sustin multifunctionalitatea ingredientelor concepute prin
incapsularea extractului etanolic din cojile de vinete. Au fost testate doua metode de
incapsulare: tehnica de liofilizare si cea de gelifiere combinata cu liofilizarea. A fost utilizate
diferite combinatii de matrici de incapsulare care exploateaza potentialul biologic, functional si
tehnologic al proteinelor din zer, peptidelor, CMC si P. Astfel, in cazul incapsularii prin
liofilizare au fost realizate mai multe microcapsule experimentale in care au fost variate
materialele de incapsulare si concentratile acestora. De asemenea, au fost concepute
variante in care s-au adaugat diferite tipuri de hidrolizate de proteine si tulpini de bacterii
lactice.

Rezultatele au permis elaborarea urmatoarelor concluzii partiale:

v" Metodele si materialele de incapsulare au incapsulat cu succes compusii biologic activi
din cojile vinetelor.

v Microparticulele au avut eficiente mari de incapsulare si concentratii ridicate de
compusi biologic activi, avand si activitate antioxidanta ridicata.

v' Cu toate acestea, cele mai bune rezultate au fost observate pentru ingredientele
dezvoltate prin liofilizare.

v" Totusi, cele mai bune rezultate din analiza concentratiilor de compusi fitochimici si a
stabilitatii acestora au fost pentru ingredientele concepute prin liofilizare.

v' Drept urmare, acele pudre au fost testate ulterior in ceea ce prieste modul de
comportare in conditii simulate ale tractului gastrointestinal. S-a observat o eliberare
de antociani din pulberi in tractul gastrointestinal.

v" Microparticulele testate au fost citocompatibile, stimuland proliferarea culturii de celule
fibroblaste.
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CAPITOLUL 12. DEZVOLTAREA DE TEHNOLOGII PENTRU ALIMENTE CU VALOARE
ADAUGATA

12.2. Obiectivul studiului

Acest studiu a avut drept scop proiectarea de produse alimentare cu valoare adaugata
prin imbogatirea cu ingrediente functionale obtinute prin microincapsularea extractului din coji
de vinete.

Obiectivele acestui studiu au fost:

> Realizarea de bezele cu valoare adaugata, inghetata cu valoare adaugata, sosuri
pentru desert cu valoare adaugata;

» Caracterizarea produselor alimentare cu valoare adaugata din punct de vedere al
concentratiilor de compusi fitochimici, al activitatii antioxidante, stabilitatii si texturii
acestora;

12.4. Rezultate si discutii

12.4.1. Caracterizarea si stabilitatea fitochimica la depozitarea in timp a bezelor cu
valoare adaugata

Probele au fost analizate in ceea ce priveste CTA si activitatea antioxidanta initiala si
dupa pastrarea timp de 7 zile la temperatura camerei (tabel 12.1).

Tabel 12.1. Variatia CTA (ug D3G/g dw) si a activitétii antioxidante (UM TE/g dw) in variantele de
bezea, pe parcursul a 7 zile de depozitare la 25°C

Timp Bezele
A L .
Characteristici depO'ZItare, B1 B2 B3
zile
0 28,33 + 10,26 36,49 +1,46 92,11 +2,28
CTA (ug D3G/g s.u.) 7 13,45 + 5,17 1976 +1,67 11,18+ 0,12
Activitate antioxidanta, 0 7,02 +£0,19 8,41 +£ 0,27 8,84 +0,14
(UM TE/g s.u.) 7 1,35 +0,24 204+067  1,03+024

Din tabelul 12.1 se poate observa faptul ca produsele care contin hidrolizate (B2 si B3)
au avut o concentratie de antociani mai mare decéat B1 (fara hidrolizat). Acelasi comportament
poate fi observat si pentru activitatile antioxidante. Indiferent de varianta experimentala, bezele
cu adaos de microcapsule au prezentat o CTA ridicata si activitate antioxidanta. Insa, acestea
au prezentat o stabilitate scazutd a compusilor fitochimici, CTA scazand cu 46 % in B2 si 88
% 1n B3, in timp ce activitatea antioxidanta a scazut cu 76 % pentru B2 si 88 % pentru B3
dupa 7 zile de pastrare la temperatura camerei (tabel 12.1).

12.4.2. Caracterizarea si stabilitatea fitochimica la depozitarea in timp a inghetatei cu
valoare adaugata

Rezultatele initiale si dupa 21 de zile de depozitare sunt detaliate in tabelul 12.2.
Probele cu microparticule adaugate au prezentat valori similare pentru CTA si CTP, in timp ce
IVBP a prezentat activitate antioxidanta cu 22 % mai mare decét IVB (tabelul 12.2). Ambele
inghetate functionalizate cu LAB au prezentat o concentratie de bacterii de ordinul 7 log/g
produs. In matricea selectats, depozitarea inghetatei a condus la o eliberare semnificativa de
compusi biologic activi din co-microcapsule, conducénd la valori duble ale activitatii
antioxidante pentru variantele imbogatite. Bacteriile lactice si-au mentinut viabilitatea la
depozitare.
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Tabel 12.2. Caracteristicile fitochimice si functionale ale inghetatei cu valoare addugata

Caracteristici Timp
. o depozitare, IM VB IVBP
fitochimice .
zile
0 - 2,26 + 0,148 3,02 + 0,33
CTA (mg D3G/g s.u.) 28 ; 6,97 + 0,395 8,97 + 0,162
0 - 85,16 + 4,020 99,65 + 7,060
CTP (mg GAE/g s.u.) 28 ; 139,76 £542C 207,12 + 8,182C
Activitate antioxidanta 0 142,97 + 6,85°F 389,49 + 29,51bF 496,90 + 44 ,52aF
(MM TE/g s.u.) 28 449,81 + 4,72°E 831,82 + 79,012E 924,67 + 42,94
Viabilitate LAB 0 - 5,55 x 107#¢ 5,05 x 1072¢
(UFC/g s.u.) 28 - 4,80 x 10™ 1,60 x 10™

12.4.3. Caracterizarea si stabilitatea fitochimica la depozitarea in timp a sosurilor pentru
desert cu valoare adaugata

Sosurile cu valoare adaugata a fost analizat din punct de vedere fizico-chimic, rezultatele
fiind prezentate in tabelul 12.3.

Tabel 12.3. Caracteristicile fizico-chimice ale sosurior cu valoare adaugata (M- fara pudra addugata,
T1 si T2 - cu pulbere addugaté de 0,5 si 1 % (9/9))

Proba Proteine Lipide Glucide Umiditate Fibre er:/::O:triié
(9/100 @) (9/100 g) (g/100 @) (g/100 g) (9/100 g) (kgal)

M 424+0,15 790+0,61 6605+221 2180+0,20 8,10+0,05 361,65 + 8,57
T1 424+0,14 791+099 66,74+3,41 21,11+0,25 9,38+0,17 364,57 + 7,99
T2 424+021 791+0,79 67,22+2,75 20,63+0,20 9,86+0,36 366,54 + 8,12

Tabel 12.3 aratda ca adaugarea ingredientului conceput prin microincapsularea
compusilor bioactivi din extractul de coji de vinete in sosul pentru desert a avut o contributie
importanta la continutul de fibre. Acesta a crescut cu 14 %, respectiv 18 % comparativ cu
proba martor. A existat, de asemenea, o usoara crestere a continutului de carbohidrati in
ambele sosuri cu ingrediente adaugate.

Sosurile au fost pastrate in borcane de sticla cu capace inchise ermetic la 4 °C timp de
28 de zile. Rezultatele caracterizarii fitochimice a celor trei variante de sos, inainte si dupa
depozitarea in timp, sunt prezentate in tabelul 12.4. Rezultatele au fost incluse in cererea de
brevet A00532/08.10.2021.

Tabel 12.4. Continutul fitochimic al sosurilor pentru desert imbogétite cu microcapsule inainte si dupa
depozitare la 4 °C timp de 28 de zile

Proba Timp, CTA CTF CTP Activitate antioxidanta

zile (ugD3G/gs.u.) (mgCE/gs.u.) (mg GAE/gs.u.) (uM TE/g s.u.)

M 0 nd nd nd 32,63 + 1,022~
28 nd nd nd 26,54 + 7,608

T 0 147,17 £19,832 21,84+ 1,123 90,12 + 3,602A 94,78 + 2,745C
28 nd 8,59 + 0,408 51,61 + 2,468 99,83 + 3,42¢

T2 0 78,56 + 6,184 11,70 + 1,39°C 62,42 + 3,97°C 161,84 + 4,19¢F
28 128,74 + 14,018 17,40 + 2,64¢ 37,15+ 1,58P 181,29 + 6,15F

Valorile care au o singura litera pe coloana nu sunt semnificativ diferite (p>0,05) conform testului
ANOVA. Literele mici evidentiaza diferentele dintre probe in ceea ce priveste continutul fitochimic
Tnainte de depozitare. Literele mari arata modificari ale continutului fitochimic dupa pastrareala4 ° C
timp de 28 de zile

39



Proiectarea de ingrediente noi pe baza de copusi bioactivi ai vinetelor pentru diferite aplicatii in industria alimentara

Nina Nicoleta Condurache (Lazar)

Conform rezultatelor din tabelul 12.4, se observa diferente semnificative intre cele trei
sosuri in ceea ce priveste concentratile de compusi fitochimici, asa cum era de asteptat.
Astfel, s-au observat concentratii semnificativ mai mari de antociani, flavonoide si polifenoli in
varianta cu 0,5 % microcapsule (T1) comparativ cu sosul cu 1 % (p<0,05). in plus, asa cum
era de asteptat, compusii fitochimici analizati nu au fost detectati in sosul fara pudra. in
schimb, Tn ceea ce priveste activitatea antioxidanta, sosul martor a avut cea mai scazuta
valoare si nu au existat diferente semnificative statistic intre cele doua variante de sos cu
pudra adaugata (p>0,05). Desi T2 a avut cel mai mare adaos de particule, a prezentat cele
mai scazute valori ale substantelor fitochimice. Acest lucru se poate explica prin faptul ca
probabil in T1, fiind mai putin ingredient, s-a solubilizat mai repede decét in T2.

Dupa pastrarea sosurilor la 4 °C, s-au observat modificari semnificative ale concentratiei
de compusi fitochimici dupa 28 de zile (p<0,05). In ceea ce priveste T1, dupa 28 de zile de
pastrare, concentratia de antociani a scazut pana cadnd nu a mai putut fi detectata
spectrofotometric. Tabelul 12.4 detaliaza, de asemenea, o scadere semnificativa a CTF si
CTP in T1 (p<0,05), in timp ce activitatea antioxidantad a ramas constanta. Pe de alta parte,
concentratia de antociani in T2 a crescut semnificativ in cele 28 de zile (p<0,05), probabil
datorita solubilizarii complete a pulberii in timp. Desi in cazul acestui sos, CTF a ramas
constanta pe parcursul celor 28 de zile de pastrare, CTP a scazut semnificativ (p<0,05).
Cresterea CTA poate fi corelata cu activitatea antioxidanta, aceasta din urma prezentand o
crestere semnificativa dupa 28 de zile de pastrare (p<0,05).

12.4.4. Caracterizarea texturii sosurilor pentru desert cu valoare adaugata

Tabelul 12.5 enumera valorile analizei parametrilor texturali ai sosului pentru desert
imbogatit cu ingrediente functionale din coji de vinete.

Tabel 12.5. Parametrii texturali ai probelor de sos cu adaugarea de pulbere de coaja de vinete

. . T1 T2
Parametri texturali M (0.5 %) (1%)
Fermitate (N) 1,59 1,97 2,58
Adeziune (mJ) 10,41 16,38 16,66
Coezivitate 0,65 0,57 0,53
Elasticitate (mm) 14,49 13,16 13,27

Din Tabelul 12.5, se poate observa ca adaosul de pulberi din extract de coji de vinete a
imbunatatit fermitatea cu aproximativ 24 % in T1 si cu 62 % in T2. Cresterea fermitatii poate
fi asociata cu cresterea rezistentei la deformare, ceea ce indica o buna stabilitate. Cea mai
mica valoare de aderenta de 10,41 mJ a fost inregistrata pentru martor (M), ceea ce indica
faptul ca adaugarea de pulber a crescut aderenta sosului. Coeziunea a inregistrat valori invers
proportionale cu concentratia de pudra adaugata, ceea ce a indicat o capacitate imbunatatita
de dezintegrare in timpul mestecarii. Elasticitatea a inregistrat cea mai mare valoare pentru
M.

12.5. Concluzii partiale

Ingredientele obtinute anterior au fost testate din punct de vedere al functionalitatii in
diferite matrici alimentare, iar cele alese au fost bezele, inghetata si sosul pentru desert.
Rezultatele au permis elaborarea urmatoarelor concluzii partiale:
v Fata de variantele martor, produsele cu valoare adaugata au prezentat functionalitate
printr-un continut ridicat de compusi biologic activi si activitate antioxidanta.
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v"Ingredientele multifunctionale au prezentat o buna stabilitate in sistemele alimentare
testate, utilizarea lor nefiind limitatd de matrice, cu exceptia bezelor unde s-a observat
o scadere a concentratiei totale de antociani si a activitatii antioxidante.

v Viabilitatea bacteriilor lactice s-a mentinut la peste 10’ pentru ambele variante de
inghetata.

v' Adaugarea ingredientului realizat prin microincapsularea extractului din coaja de vinete
folosind carboximetil celuloza si pectina in sosul pentru desert a crescut cu 14-18 %
continutul de fibre al sosului pentru deserturi comparativ cu proba martor.

v' Analiza texturii toppingurilor a relevat faptul ca adaosul de pulbere conceputa prin
microincapsularea extractului din coji de vinete a imbunatatit caracteristicile texturale
ale sosului.
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CAPITOLUL 13. CONCLUZII GENERALE

n prezent, o dieta echilibrata reprezinta obiectivul principal de prevenire a deficientelor
si a bolilor legate de alimentatie. Provocarea majora a stiintei este imbunatatirea calitatii vietii.
In acest context, abordarile prezentate in teza de doctorat intitulatd “Proiectarea de
ingrediente noi bazate pe compusi bioactivi din vinete pentru diferite aplicatii in
industria alimentara” au vizat identificarea, cuantificarea si valorificarea compusilor biologic
activi din cojile de vinete alaturi de peptidele din zer. Dezvoltarea de ingrediente functionale
pentru utilizare in alimente cu beneficii pentru sanatate, folosind compusii activi biologic din
cojile de vinete si peptidele din zer, reprezinta scopul final al acestui studiu.

Prin urmare, obiectivele principale ale tezei de doctorat au fost:

+ Cuantificarea si identificarea compusilor biologic activi din cojile de vinete extrasi prin
diverse metode in care parametrii au fost variati pentru a stabili conditiile optime.

+ Microincapsularea compusilor biologic activi din cojile de vinete pentru a produce
ingrediente cu functionalitate ridicata prin cresterea stabilitatii si eliberarea controlata a
acestora.

+ Dezvoltarea de tehnologii alimentare prin adaosul de ingrediente functionale
microincapsulate.

Toate cele trei obiective au fost atinse, ceea ce a permis formularea urmatoarelor
concluzii generale:

+ Au fost comparate patru metode de extractie in ceea ce priveste continutul de compusi
biologic activi, cu accent pe antociani, Tn care concentratia solventului, acidul, timpul de
extractie si temperatura au fost variate.

+ Profilul cromatografic al extractelor din coji de vinete a indicat prezenta a cinci antociani,
derivati ai delfinidinei, cianidinei si petunidinei. Cu toate acestea, compusul majoritar din
extractele selectate a fost delfinidin 3-O-glucozid.

+ Testarea stabilitatii procesarii termice si digestibilitatea simulatd in vitro au aratat o
instabilitate crescuta a antocianilor din extracte la conditiile de mediu.

+ Procesul de hidroliza enzimatica a proteinelor din zer a condus la obtinerea de peptide cu
grade diferite de hidroliza, activitate antioxidanta si efect prebiotic.

+ Tehnicile de spectroscopie cu fluorescentd au fost utilizate pentru caracterizarea
mecanismelor de legare dintre proteinele din zer si antociani din extractul din coji de vinete,
ca etapa preliminara a microincapsularii, pentru a putea prezice conditile optime si
particularitatile de legare din perspectiva prepararii compozitelor cu functionalitate.

+ Aceasta instabilitate a condus la tehnici de crestere a stabilitatii compusilor din extractul
de coji de vinete care se bazeaza pe procesul de microincapsulare. Astfel, liofilizarea si
gelifierea au condus la particule fine cu activitate biologica ridicata, in special activitate
antioxidanta.

+ Ingredientele au fost imbogatite cu peptide si, in unele cazuri, cu bacterii lactice.

+ Microparticulele au avut structuri morfologice si dimensiuni variate datorita diferitelor
metode si materiale de incapsulare. S-a observat de asemenea o stabilitate crescuta a
antocianilor in sistemul gastrointestinal simulat cu eliberare controlata in intestin, pulberile
stimuland de asemenea proliferarea celulara in intervalul de concentratie testat.

+ Functionalitatea a fost testata prin adaosul ingredientelor in bezele, inghetata si sos pentru
deserturi. S-a demonstrat ca pulberile au oferit valoare produselor in care au fost adaugate
prin cresterea concentratiilor de compusi biologic activi si a activitatii antioxidante, in unele
cazuri influentand pozitiv textura.
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4+ Prin urmare, studiul a demonstrat potentiala dezvoltare a ingredientelor multifunctionale
bazate pe compusi biologic activi din cojile de vinete, peptide din zer si bacterii lactice

pentru aplicatii in industria alimentara.
4+ Cu toate acestea, este necesar un studiu suplimentar al acestor ingrediente pentru a

demonstra eficacitatea lor asupra sanatatii umane, cum ar fi efectele antidiabetice,
antiinflamatorii, etc.
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CAPITOLUL 14. CONTRIBUTII ORIGINALE $I PERSPECTIVE PENTRU STUDII
ULTERIOARE

14.1. Contributii originale

n acest studiu, contributiile originale sunt:

+ Extractia si analiza concentratiilor de compusi biologic activi si activitatea antioxidanta a
cojilor de vinete, foarte putin studiate in literatura.

+ Studiul parametrilor cinetici de degradare din perspectiva structura-functie-proces
pentru mentinerea proprietatilor biochimice Tn produsele prelucrate. Aceste informatii
despre factorii care duc la degradarea compusilor biologic activi din extractele de plante
sunt necesare pentru optimizarea conditiilor proceselor industrial-tehnologice si
minimizarea pierderii sau degradarii componentelor bioactive cu rol functional.

+ Studiul comportamentului compusilor bioactivi din extractele de coji de vinete in timpul
digestiei cu scopul cresterii bioactivitatii si biodisponibilitatii acestora astfel incat sa exercite
posibile efecte benefice asupra organismului uman.

+ Analiza prin spectroscopie de fluorescenta a stabilitatii complexelor antociani-proteine n
vederea formularii ingredientelor functionale.

+ Producerea de peptide din proteinele zerului cu proprietati biologice si prebiotice.

+ Formularea de ingrediente pe baza de compusi biologic activi din cojile de vinete,
imbogatite cu peptide si bacterii lactice, cu concentratii ridicate de compusi fitochimici si
activitate antioxidantd care le asigura o buna stabilitate in sistemul gastrointestinal si
eliberare controlata.

+ Testarea pulberilor din matricele alimentare pentru a le evidentia calitatea si contributia ca
ingredient functional.

14.2. Perspective pentru continuare a studiilor

Perspectivele de continuare a studiilor sunt urmatoarele:

+ Realizarea profilului colorimetric al pulberilor si produselor cu valoare adaugata.

+ Testarea efectelor antidiabetice, antiinflamatorii, antihiperlipidemie si antitumorale ale
pulberilor, intrucat acestea sunt o matrice complexa de compusi.

+ Testarea produselor cu valoare adaugata din punct de vedere al proprietatilor senzoriale.

+ Studiul compusilor biologic activi din cojile de vinete tratate termic asa cum ar rezulta din
industria conservelor si compararea rezultatelor cu cele obtinute pe cojile netratate termic.

+ Studiul evaluarii sigurantei alimentare a ingredientelor obtinute din punct de vedere al
contaminantilor (pesticide, toxine, metale grele, microplastice). Transferul contaminantilor
de la materia prima la produsul valorizat trebuie de asemeni evaluat.
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CAPITOLUL 15. DISEMINAREA REZULTATELOR

Diseminarea rezultatelor cercetarii efectuate pe parcursul studiilor de doctorat a avut ca
rezultat patru lucrari stiintifice publicare in jurnare cotate ISl si trei cereri de brevete astfel: 2
articole stiintifice in zona rosie — Q1, 1 articol stiintific in zona galbena — Q2 si 1 articol
indexat ISI.

A. Articole
A.1. Articole ISI cu factor de impact

1. Condurache Nina Nicoleta, Croitoru Constantin, Enachi Elena, Bahrim Gabriela Elena, Stanciuc
Nicoleta, Rapeanu Gabriela. Eggplant peels as a valuable source of anthocyanins: Extraction,
thermal stability and biological activities. Plants 2021, 10(3), pp. 1 - 17, DOI
10.3390/plants10030577, Q1 — 3.935 factor impact (2020).

2. Condurache Nina Nicoleta, Aprodu luliana, Grigore-Gurgu Leontina, Petre Brindusa Alina, Enache
Elena, Rapeanu Gabriela, Bahrim Gabriela Elena, Stanciuc Nicoleta. Fluorescence spectroscopy
and molecular modeling of anthocyanins binding to bovine lactoferrin peptides. Food Chemistry
2020, 318, 126508, DOI https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2020.126508, Q1 — 6.306 factor impact
(2019).

3. Condurache Nina Nicoleta, Aprodu luliana, Craciunescu Oana, Tatia Rodica, Horincar Georgiana,
Barbu Vasilica, Enachi Elena, Rapeanu Gabriela, Bahrim Gabriela Elena, Oancea Anca, Stanciuc
Nicoleta. Probing the Functionality of Bioactives from Eggplant Peel Extracts Through Extraction and
Microencapsulation in Different Polymers and Whey Protein Hydrolysates. Food and Bioprocess
Technology 2019, 12, pp. 1316-1329, DOI https://doi.org/10.1007/s11947-019-02302-1, Q2 — 3.29
factor impact (2018).

A.2. Articole indexate ISI

1. Condurache Nina Nicoleta, TurturicA Mihaela, Enachi Elena, Barbu Vasilica, Bahrim Gabriela
Elena, Stanciuc Nicoleta, Croitoru Constantin, Rapeanu Gabriela. Impact of wall materials on
physico-chemical properties and stability of eggplant peels anthocyanin hydrogels. Inventions 2021,
6(3), 47, DOI 10.3390/inventions6030047, indexat ISI.

B. Cereri de brevet

1. Condurache (Lazar) Nina Nicoleta, Rapeanu Gabriela, Stanciuc Nicoleta, Andronoiu Georgeta
Doina, Bahrim Gabriela Elena. Dessert sauce with the addition of microencapsulated powder from
anthocyanin extract from eggplant peel (Solanum melongena L.) - value-added product and
production technology. Cerere nr. inregistrare OSIM A/00532/2021.

2. Condurache Nina Nicoleta, Bahrim Gabriela Elena, Rapeanu Gabriela, Stanciuc Nicoleta.
Multifunctional natural ingredients based on anthocyanin extracts from eggplant peels, co-
microencapsulated lactic acid bacteria, and their applications. Cerere nr. inregistrare OSIM
A/00481/20109.

3. Condurache Nina Nicoleta, Bahrim Gabriela Elena, Rapeanu Gabriela, Stanciuc Nicoleta.
Microencapsulated ingredients based on anthocyanin extracts from eggplant husks and high-
function bioactive whey peptides for use in the food industry. Cerere nr. inregistrare OSIM
25042/2018.

C. Conferinte

C.1. Conferinte internationale in Romania
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1.

Condurache (Lazar) Nina-Nicoleta, Aprodu luliana, Bahrim Gabriela Elena, Stanciuc Nicoleta,
Répeanu Gabriela. Eggplant peel anthocyanins as food enhancers. ,Dunarea de Jos” University of
Galati Scientific Conference of Doctoral Schools SCDS — UDJG, 9-10 June 2022, Galati, Romania.
Condurache (Lazar) Nina-Nicoleta, Aprodu luliana, Bahrim Gabriela Elena, Stanciuc Nicoleta,
Répeanu Gabriela. Functionalization of food through the incorporation of bioactive compounds from
eggplant peels. ,Dunarea de Jos” University of Galati Scientific Conference of Doctoral Schools, 9-
10 June 2022, Galati, Romania.

Condurache (Lazar) Nina Nicoleta; Aprodu luliana; Bahrim Gabriela Elena; Stanciuc Nicoleta;
Réapeanu Gabriela. Anthocyanins and bioactive peptides based multifunctional ingredients: an
integrative approach. Dunarea de Jos University of Galati, The 10th International Symposium
EuroAliment, Faculty of Food Science and Engineering, Galati 7-8 October 2021, online.
Condurache Nina Nicoleta, Bahrim Gabriela Elena, Rapeanu Gabriela, Stanciuc Nicoleta. Ice
cream enriched with microencapsulated bioactive compounds from eggplant peels and LAB.
Dunarea de Jos University of Galati, Scientific Conference of Doctoral Schools SCDS — UDJG 10-
11 June 2021, online.

Condurache Nina Nicoleta, Bahrim Gabriela Elena, Rapeanu Gabriela, Stanciuc Nicoleta. Impact
of wall materials on phytochemical properties and stability of peels anthocyanin hydrogels. Dunarea
de Jos University of Galati, Scientific Conference of Doctoral Schools SCDS — UDJG 10-11 June
2021, online.

Condurache (Lazar) Nina Nicoleta, Milea Stefania Adelina, R&peanu Gabriela, Bahrim Gabriela
Elena, Stanciuc Nicoleta. Innovative natural ingredients with multiple functionalities and applications
in the food and pharmaceutical fields. Ingredients Show by Ro.aliment 17-21 May 2021, online.
Condurache Nina Nicoleta, Bahrim Gabriela Elena, Rapeanu Gabriela, Stanciuc Nicoleta. “Natural
ingredients with multiple functionality based on anthocyanin extracts from eggplant shells and comic
encapsulated lactic acid bacteria and their applications”. Ingredients Show Bucharest 5-9 October
2020, online.

Condurache Nina Nicoleta, Aprodu luliana, Bahrim Gabriela Elena, Stanciuc Nicoleta, Rapeanu
Gabriela. Studies on binding mechanism between phenolic compounds from eggplant peels and
lactoferrin. “Dunarea De Jos” University Of Galati, Scientific Conference of Doctoral Schools SCDS-
UDJG 8th Edition 18-19 June 2020, online.

Condurache Nina Nicoleta, Enachi Elena, Bahrim Gabriela Elena, Stanciuc Nicoleta, Rapeanu
Gabriela. Influence of parameters on different extraction methods of anthocyanins from eggplant
peels. “Dunarea De Jos” University Of Galati, Scientific Conference of Doctoral Schools SCDS-
UDJG 8™ Edition 18-19 June 2020, online.

10.Milea Stefania Adelina, Condurache Nina Nicoleta, Rapeanu Gabriela, Bahrim Gabriela Elena,

Stanciuc Nicoleta. Ingredients co-encapsulated with lactic acid bacteria and bioactive compounds.
International Expo-Conference Ingredients Show, 3" Edition, 17-18 October 2019, Sinaia, Romania.

11.Condurache Nina Nicoleta, Rapeanu Gabriela, Stanciuc Nicoleta, Bahrim Gabriela Elena.

Functionality of ingredients obtained by microencapsulation of anthocyanins from eggplant peels
with polisaccharides and bioactive peptides. Dunarea de Jos University of Galati, Faculty of Food
Science and Engineering, The 9th International Symposium EuroAliment 5-6 September 2019,
Galati, Romania.

C.2. Conferinte nationale

Condurache Nina Nicoleta, Bahrim Gabriela Elena, Rapeanu Gabriela, Stanciuc Nicoleta.
Fluorescence quenching of whey proteins and peptides by eggplant peels’ anthocyanins. Faculty of
Food Engineering, Tourism and Environmental Protection Arad, Students Scientific Communication
Session 18th Edition, 26-27 November 2020, online.

Condurache Nina Nicoleta, Rapeanu Gabriela, Bahrim Gabriela Elena, Stanciuc Nicoleta.
Anthocyanins from food by-products as alternative for synthetic additives? A big challenge for food
and related industries. “Spiru Haret” University of Bucharest, Second European One Health
Conference 21-22 June 2019, Bucharest, Romania.

Condurache Nina Nicoleta, Bahrim Gabriela Elena, Stanciuc Nicoleta, Rapeanu Gabriela.
Bioactive compounds and antioxidant activity of extracts from eggplant peel using different extraction
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methods. “Dunarea de Jos” University of Galati, Scientific Conference of Doctoral Schools the 7th
edition 13-14 June 2019, Galati, Romania.

D. Targuri de inventii
D.1. Targuri internationale de inventii

1. Condurache (Lazar) Nina-Nicoleta, Rapeanu Gabriela, Stanciuc Nicoleta, Andronoiu Doina
Georgeta, Bahrim Gabriela-Elena. Dessert topping with antioxidant activity and high fiber content.
International Fair of Inventions and Innovations in the field of food "Inovaliment”" 2nd edition, 22-26
November, 2021, online.

2. Condurache Nina-Nicoleta, Bahrim Gabriela-Elena, Stanciuc Nicoleta, Andronoiu Doina, Rapeanu
Gabriela. Sweet sauce enriched with fiber and biologically active compounds from eggplant peel -
A/00532. Innovation and Research Salon "UGAL INVENT" 5th edition, 10-12 November, 2021,
online.

3. Condurache Nina Nicoleta, Bahrim Gabriela-Elena, Stanciuc Nicoleta, Rapeanu Gabriela. Natural
ingredients with multiple functionality based on anthocyanin extracts from eggplant peels co-
microencapsulated with lactic acid bacteria and their applications. International Fair of Inventions
and Innovations in the field of food "Inovaliment" 1st edition, 23-27 November 2020, online.

4. Condurache Nina Nicoleta, Bahrim Gabriela-Elena, Rapeanu Gabriela, Stanciuc Nicoleta. Natural
ingredients with multiple functionality based on anthocyanin extracts from eggplant peels co-
microencapsulated with lactic acid bacteria and their applications. "INFOINVENT, Specialized
International Exhibition 16" Edition, 20 - 23 November 2019, Chisindu, Rep. Moldavia.

5. Condurache Nina Nicoleta, Bahrim Gabriela-Elena, Rapeanu Gabriela, Stanciuc Nicoleta. Natural
ingredients with multiple functionality based on anthocyanin extracts from eggplant peels co-
microencapsulated with lactic acid bacteria and their applications. ,Dunarea de Jos” University of
Galati, ,UGAL INVENT” innovation and research show, 16-18 October 2019, Galati, Romania.

6. Condurache Nina Nicoleta, Rapeanu Gabriela, Bahrim Gabriela Elena, Stanciuc Nicoleta. Natural
ingredients with multiple functionality based on anthocyanin extracts from eggplant peels co-
microencapsulated with lactic acid bacteria and their applications”. Technical University “Gheorghe
Asachi” of lasi and National Institute of Inventions lasi (INI), The 23 International Exhibition of
inventics “Inventica® 26-28 June 2019, lasi, Romania.

E. Premii si distinctii

1. Mentiune de onoare la ,Dunarea de Jos” University of Galati Scientific Conference of Doctoral
Schools, 9-10 June 2022, Galati, Romania, cu lucrarea Functionalization of food through the
incorporation of bioactive compounds from eggplant peels. Condurache (Lazar) Nina-Nicoleta,
Aprodu luliana, Bahrim Gabriela Elena, Stanciuc Nicoleta, Rapeanu Gabriela.

2. Mentiune la competitia “Awarding the research results of PhD students from IOSUD-UDJG” pentru
articolul din 2021 Eggplant peels as a valuable source of anthocyanins: extraction, thermal stability
and biological activities, publicat Tn jurnalul Plants. Condurache (Lazar) Nina-Nicoleta, Croitoru
Constantin, Enachi Elena, Bahrim Gabriela-Elena, Stanciuc Nicoleta, Rapeanu Gabriela.

3. Medalie de argint la ,Dunarea de Jos” University of Galati, ,UGAL INVENT” Innovation and
Research show, 10-12 November 2021, Galati, Romania, pentru lucrarea Sweet sauce enriched
with fibers and biologically active compounds from eggplant peels. Condurache (Lazar) Nina
Nicoleta, Bahrim Gabriela Elena, Stanciuc Nicoleta, Andronoiu Georgeta Doina.

4. Premiul | la “Dunarea de Jos” University of Galati, Scientific Conference of Doctoral Schools SCDS
— UDJG, 10-11 June 2021 pentru lucrarea Ice cream enriched with microencapsulated bioactive
compounds from eggplant peels and LAB. Condurache Nina Nicoleta, Bahrim Gabriela Elena,
Rapeanu Gabriela, Stanciuc Nicoleta.

5. Diploma de excelenséa la Gala CEREX pentru rezultate excelente in activitatea de cercetare din
cadrul Universitatii ,Dunarea de Jos” din Galati.
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6. Premiul I la concursul “Awarding the research results of PhD students from IOSUD-UDJG” in 2020
pentru articol Fluorescence spectroscopy and molecular modeling of anthocyanins binding to bovine
lactoferrin peptides, publicat in jurnalul Food Chemistry.

7. Premiul Special la Targul International de Inventii si Inovatii in domeniul alimentar "Inovaliment" 1st
edition, November 23-27, 2020 pentru lucrarea Natural ingredients with multiple functionality based
on anthocyanin extracts from eggplant peels co-microencapsulatedwith lactic acid bacteria and their
applications. Condurache Nina Nicoleta, Bahrim Gabriela Elena, Stanciuc Nicoleta, Rapeanu
Gabriela.

8. Premiul Il la sectiunea postere la Students Scientific Communication Session 18th Edition, Faculty
of Food Engineering, Tourism and Environmental Protection Arad, November 26-27, 2020 pentru
lucrarea Fluorescence quenching of whey proteins and peptides by eggplant peels' anthocyanins.
Condurache Nina Nicoleta, Bahrim Gabriela Elena, Rapeanu Gabriela, Stanciuc Nicoleta.

9. Medalie de aur la International Specialized Exhibition “Infoinvent” 16th edition, Chisinau, Rep.
Moldavia, November 20-23, 2019 pentru lucrarea Natural ingredients with multiple functionality
based on anthocyanin extracts from eggplant peels co-microencapsulated with lactic acid bacteria
and their applications. Condurache Nina Nicoleta, Bahrim Gabriela, Rapeanu Gabriela, Stanciuc
Nicoleta.

10.Premiul Il la International Expo-Conference Ingredients Show, 3rd Edition, 17-18 October 2019,
Sinaia pentru lucrarea Ingredients co-encapsulated with lactic acid bacteria and bioactive
compounds. Milea Stefania Adelina, Condurache Nina Nicoleta, Rapeanu Gabriela, Bahrim
Gabriela Elena, Stanciuc Nicoleta.

11.Mentiune la Scientific Conference of Doctoral Schools SCDS-UDJG 8th Edition, “Dunarea De Jos”
University Of Galati, 18-19 June 2019 pentru lucrarea Studies on binding mechanism between
phenolic compounds from eggplant peels and lactoferrin. Condurache Nina Nicoleta, Aprodu
luliana, Bahrim Gabriela Elena, Stanciuc Nicoleta, Rapeanu Gabriela.

12. Premiul Il la Scientific Conference of Doctoral Schools the 7th edition, “Dunarea de Jos” University
of Galati, 13th-14th June 2019 pentru lucrarea Bioactive compounds and antioxidant activity of
extracts from eggplant peel using different extraction methods. Condurache Nina Nicoleta, Bahrim
Gabriela Elena, Stanciuc Nicoleta, Radpeanu Gabriela.

13. Premiul Prof. Constantin Moraru pentru lucrarea Bioactive compounds and antioxidant activity
of extracts from eggplant peel using different extraction methods. Condurache Nina Nicoleta,
Bahrim Gabriela Elena, Stanciuc Nicoleta, Rapeanu Gabriela.

F. Proiecte de cercetare

1. 31.05.2022 - 15.12.2022. Asistent de cercetare in proiectul ,Innovative strategies for capitalizing
agri-food by-products into products with economic value promoting the principles of the circular
economy”, contract nr. 14888/11.05.2022.

2. 01.03.2021 — 31.12.2023. Asistent de cercetare in proiectul "New emerging concepts for food
functionalization, through the transition from probiotics to metabiotics, as a health promotion strategy
(BIOTICS +)", contract nr. PCE 159/2021.

3. 08.10.2021 — 30.09.2022. Asistent de cercetare Tn proiectul ,Innovative and emerging solutions for
the design of natural co-microcomposites to improve food functionality”, contract nr. RF
3637/30.09.2021.

4. 01.07.2018 — 15.09.2020. Asistent de cercetare in proiectul PN-III-P1-1.2-PCCDI-2017-056,
10PCCDI/2018 PRO-SPER , Closing value chains in the bioeconomy by obtaining innovative
bioproducts required by the market” Project 3 - Tribotic products - probiotics, prebiotics, postbiotics
- with multiple uses, obtained from by-products from the industrialization of vegetables — 3-4Life.

Teza de doctorat a fost realizata in cadrul proiectului ,Program de crestere a performantei
si inovatiei in cercetarea doctorala si postdoctorala de excelentd — PROINVENT” Contract nr.
62487/06.03.2022, POCU/993/6/13 - Cod SMIS: 153299.
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Axa prioritara 6- Educatie si competente

Titlul proiectului: ,,Program pentru cresterea performantei si inovarii in cercetarea
doctorala si postdoctorald de excelenta - PROINVENT”

Contract nr: 62487/03.06.2022 POCU/993/6/13 - Cod SMIS: 153299

Punctele de vedere exprimate in lucrare apariin autorului si nu angajeazé Comisia
Europeand si Universitatea ,, Dundrea de Jos” din Galali, beneficiara proiectului.



