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INTRODUCERE

in prezent, piata alimentara pe baza de produse vegetale se extinde, generand o cantitate
semnificativd de produse secundare si deseuri. Imbunéatatirea gestionarii deseurilor este un pas
esential in tranzitia catre o bioeconomie, deoarece ajuta la reducerea consecintelor negative asupra
mediului ale sectoarelor de prelucrare a fructelor si legumelor. Ca urmare, exista un obiectiv larg
raspandit de a dezvolta noi modalitati de valorificare a acestor resurse, precum si strategii de
valorificare ecologica (Sabater et al., 2020). Deseurile agricole, produsele secundare si subprodusele
sunt utilizate in productia de hrana pentru animale in intreaga lume, in timp ce deseurile de biomasa
sunt utilizate pe scara larga in productia de bioenergie. O bioeconomie responsabila, pe de alta
parte, trebuie sa puna accent pe productia de alimente de inalta calitate (Valenti et al., 2020).
Conform Raportului privind amprenta risipei de alimente si schimbari climatice (FAO, 2019), in prima
parte a lantului de aprovizionare cu alimente, aproximativ 15% din toate fructele si 25% din toate
legumele sunt aruncate (Basri et al., 2021). Se estimeaza ca deseurile alimentare vor fi de 89 de
milioane de tone in fiecare an in Uniunea European4. In urmatorii patru ani, a fost sugeraté o crestere
a risipei alimentare cu 40% (Stenmarck et al., 2016). Conceptul zero deseuri este o abordare
eficientd pentru a imbunatati valorificarea deseurilor agroindustriale generate in bunuri cu valoare
adaugata, care pot fi utilizate in industria alimentara drept coloranti, antioxidanti, conservanti si multe
altele (Saini et al., 2019). Deseurile care nu sunt folosite (pielite, coji, seminte si tescovina) includ
adesea componente bioactive benefice, cum ar fi amilopectina, substante fitochimice, enzime,
enzime, fibre alimentare si uleiuri. Deseurile de fructe si legume contin cantitati semnificative de
nutrienti si alte ingrediente nutritive care ajuta la dezvoltarea hranei pentru animale, la formularea
ingredientelor bioactive si la productia de etanol (Basri et al., 2021).

Strategiile de valorificare mai avansate incearca sa recupereze componente de mare valoare
din subprodusele din fructe si legume, care sunt utilizate Tn mod obisnuit ca surse naturale de
molecule bioactive in produse farmaceutice, medicamente si formulari alimentare functionale (Lu et
al., 2019). Compusii bioactivi asigura cerinte nutritionale de baza si au un efect pozitiv asupra
sanatatii organismului uman. Se stie ca acestia au caracteristici antioxidante, antimicrobiene sau
anti-inflamatorii; totusi, aceste calitati depind in mare masura de bioactivitatea, structura chimica,
doza lor, etc. Deoarece deseurile sunt bogate in componente bioactive, acestea pot fi extrase si
utilizate in productia de alimente, ingrediente sau nutraceutice, cu functionalitate imbunatatita. Cu
toate acestea, atunci cand se ia in considerare valoarea adaugata a acestor compusi bioactivi,
trebuie luate in considerare mai multe procese de extractie. In plus, stabilitatea si biodisponibilitatea
compusilor bioactivi sunt adesea compromise, ceea ce implica nevoia de a proiecta un sistem de
livrare viabil si eficient pentru a le spori functionalitatea specifica in organism (Saini si colab., 2019).
Aceste produse secundare oferd o varietate de antioxidanti naturali, cum ar fi flavonoide
(hesperetina, quercetind, genisteina si kaempferol), carotenoide (luteind si zeaxantina) si acizi
fenolici.

Ceapa galbena are niveluri ridicate de constituenti bioactivi in coji sau n stratul exterior, mai
ales sub forma de glicozide, cum ar fi compusii fenolici si flavonoidici. Flavonoidele sunt pigmenti
naturali care contribuie la culoarea galben-maronie a fructelor silegumelor. Proprietatile lor biologice,
cum ar fi activitdtile lor antioxidante, anticancerigene, antiinflamatorii si antimutagene, sunt
recunoscute pe scara larga. Datoritd capacitatii sale de a inhiba si/sau intarzia productia de radicali
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liberi sau specii reactive provocate de stresul oxidativ, quercetina este poate unul dintre cei mai
cercetati antioxidanti naturali. Cu toate acestea, acesti compusi sunt extrem de sensibili la factorii
externi de mediu, inclusiv lumina, tratamentul termic, modificarile pH-ului, prezenta oxigenului, ionilor,
proteinelor etc., datorita caracteristicilor lor moleculare si structurale unice (Milea si colab., 2019).

Probioticele au fost recunoscute de mult timp ca stimulenti importanti ai sanatatii. Probioticele
sunt binecunoscute pentru potentialul lor de a ajuta la reglarea proceselor biologice. Probioticele pot
activa, modifica si regla raspunsul imunologic al gazdei si pot modifica secretia de hormoni
gastrointestinali si pot influenta functia creierului (Kerry et al., 2018).

Proteinele din zer sunt utilizate pe scara larga ca ingrediente alimentare functionale in
industria alimentara datorita proprietatilor lor biologice in vivo, cum ar fi beneficiile asupra sistemelor
cardiovascular, digestiv, endocrin, imunologic si neurologic. Datorita caracteristicilor lor structurale
unice, proteinele din zer pot avea bioactivitati care sunt codificate in secventele lor originale de
proteine, ceea ce face dificil procesul de hidroliza a enzimelor digestive (Pihlanto-Leppald, 2000).
Proteinele din zer pot fi hidrolizate de enzime pentru a produce peptide care au caracteristici
benefice, inclusiv scaderea tensiunii arteriale, prevenirea cariilor dentare, coagularea sangelui,
activitate antibacteriana si antivirala, promovarea relaxarii si somnului, inhibarea enzimei DPP-IV si
reducerea inflamatiei.

Au fost sugerate diferite tehnici de livrare prin microincapsulate pentru a indeparta
instabilitatea la procesare si biodisponibilitatea polifenolilor si probioticelor, imbunatatind astfel
aroma, oferind protectie impotriva conditiilor de procesare si imbunatatind absorbtia prin tractul
digestiv. Flavonoidele si bacteriile probiotice pot fi livrate direct in intestin prin incapsulare, proces
care le acopera si inglobeaza in materiale de incapsulare gastro-rezistente. Microincapsularea poate
fi folosita pentru a crea ingrediente alimentare noi cu aplicatii functionale imbunatatite pentru
flavonoide si probiotice. Exista o varietate de materiale de incapsulare care pot fi utilizate, cum ar fi
proteine cu interactiuni hidrofobe, lipide stabilizate prin interactiuni van der Waals si polimeri care
formeaza reticulare covalenta in membrane asemanatoare hidrogelului (Ye si colab., 2018).

Alegerea temei pentru teza de doctorat, intitulatéd ,Compozite functionale alimentare pe
baza de coaja de ceapa galbena, peptide si probiotice” a fost determinata de nevoia actuala de
alternative stiintifice si tehnologice care sa adauge valoare prin reintegrarea durabila a subproduselor
bioactive in alimente si ingredient inovatoare. Prin urmare, obiectivele principale ale tezei sunt
concentrate pe dezvoltarea valorificarii durabile a compusilor bioactivi din coaja de ceapa galbena,
proteinelor si peptidelor din zer si bacteriilor lactice in ingrediente si alimente cu o concentratie
constanta de compusi tinta si caracteristici senzoriale stabile.

Principalele obiective stiintifice ale tezei de doctorat sunt:

> Profilarea diferitelor extracte obtinute prin extractii conventionale si asistate solid-lichid
(extractie conventionala cu solvent, extractie asistata cu ultrasunete, extractie asistata cu enzime si
extractie cu fluide supercritic) din perspectiva identificarii celor mai potrivite conditii pentru a spori
continutul in flavonoide, polifenoli si activitate antioxidanta;

> Obtinerea peptidelor bioactive din proteine din zer si testarea afinitatii de legare a peptidelor
pentru flavonoidele din coaja de ceapa galbena, ca o conditie prealabila pentru o incapsulare
eficienta;
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> Abordari stiintifice si tehnologice pentru dezvoltarea ingredientelor biofunctionale, bazate pe
peptide/hidrolizate si proteine din proteine din zer, extracte din coaja de ceapa galbena, materiale de
incapsulare biopolimerice si bacterii lactice, prin microincapsulare si co-microincapsulare;

> Diferite abordari pentru testarea proprietatilor functionale ale bioingredientului si a impactului
asupra sanatatii (profil fitochimic, bioaccesibilitate, activitate biologica in vitro, biocompatibilitate si
stabilitate la depozitare);

> Dezvoltarea si caracterizarea produselor alimentare cu valoare adaugata pe baza de
microparticule multifunctionale.

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

I. STUDIUL DOCUMENTAR - este impartit in 4 capitole, axate pe stadiul cercetarii si pe cele
mai noi tehnologii in ceea ce priveste extractia compusilor biologic activi din subprodusele din fructe
si legume, informatii teoretice selectate despre structura si beneficii pentru sanatate,
biodisponibilitate si stabilitatea procesarii compusilor biologic activi. in plus, s-a considerat relevant
sa se adauge cateva aspecte teoretice si practice ale incapsularii.

Il. CONTRIBUTII ORIGINALE este formata din 7 capitole care prezinta rezultatele studiului
experimental, astfel:

Capitolul 5, intitulat STUDIUL COMPARATIV AL EXTRACTIEI COMPUSILOR BIOACTIVI
DIN COJILE DE CEAPA GALBENA, UTILIZAND DIFERITE TEHNICI, DIN PERSPECTIVA
FITOCHIMICA - contine rezultate relevante obtinute prin diferite metode de extractie, precum si
caracterizarea fitochimica a extractelor prin metode spectrofotometrice si cromatografie in stare
lichida.

Capitolul 6, intitulat CONDITII PREALABILE PENTRU O INCAPSULARE EFICIENTA A
FLAVONOIDELOR DIN COJILE DE CEAPA GALBENA IN PEPTIDELE PROTEINELOR DIN ZER
- s-a concentrat pe obtinerea unor informatii suficiente si relevante asupra hidrolizei proteinelor din
zer si a mecanismelor de legare dintre flavonoide si peptidele B-lactoglobulinei prin metode cum ar
fi spectroscopia de fluorescenta, analiza termodinamica si modelare moleculara.

Capitolul 7, intitulat MICROPARTICULE MULTIFUNCTIONALE PE BAZA DE
PEPTIDE/PROTEINE DE ZER CU EXTRACT DIN COJI DE CEAPA GALBENA - prezinta
rezultatele obtinute prin testarea mai multor materiale de incapsulare, de la peptide la biopolimeri din
punct de vedere fitochimic si biologic.

Capitolul 8, intitulat PROIECTAREA UNElI METODE ECOLOGICE DE
MICROINCAPSULARE A EXTRACTULUI DE FLAVONOIDIC DIN COJILE DE CEAPA GALBENA
- propune o strategie noua, prietenoasa cu mediul, atat pentru tehnicile de extractie, cat si pentru
cele de microincapsulare discutate anterior, evidentiind profilul fitochimic, activitatea biologica si
stabilitatea la procesare a pulberilor obtinute.

Capitolul 9, intitulat CO-MICROINCAPSULAREA FLAVONOIDELOR DIN COJILE DE
CEAPA GALBENA $I DIFERITE TULINI DE BACTERII ACIDICE LACTICE - se concentreazé pe
rezultatele obtinute prin utilizarea diferitelor strategii de imbunatatire a proprietatilor functionale ale
microparticulelor prin adaugarea de bacterii probiotice.
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Capitolul 10, intitulat CRESTEREA  EFICIENTEI  SI  FUNCTIONALATII
MICROINCAPSULARII MICROPARTICULELOR PRIN GLICARE evidentiaza posibilitatea utilizarii
conjugatelor izolat proteic din zer-xiloza ca materiale de acoperire pentru flavonoidele obtinute din
extractia din coji de ceapa galbena. Microparticulele au fost adaugate intr-un produs alimentar cu
proprietati functionale imbunatatite.

Capitolul 11, CONCLUZII FINALE, prezinta principalele concluzii rezultate din experimentele
propuse.

Teza de doctorat contine 180 de pagini si include 43 de figuri si 42 de tabele. Studiul
documentar reprezinta 25%, iar partea experimentala 75%.

in final, sunt prezentate contributiile personale si perspectivele pentru studiile viitoare.
Diseminarea rezultatelor obtinute in domeniul cercetat este evidentiata intr-o listd de publicatii care
contine sapte articole publicate din teze de doctorat si 2 cereri de brevet. Rezultatele au fost
prezentate si la peste 40 de conferinte internationale si nationale.

Experimentele desfasurate in aceasta teza de doctorat au fost posibile datorita infrastructurii
Centrului de Cercetare Integrata, Expertizd si Transfer Tehnologic (BioAliment-TehnlA)
(www.bioaliment.ugal.ro), din cadrul Facultatii de Stiinta si Ingineria Alimentelor, "Dunarea de Jos”,
Galati.

In plus, majoritatea rezultatelor au fost obtinute in cadrul proiectului PN-III-P1-1.2-PCCDI-
2017-0569-PRO-SPER (10PCClI), intitulat ,inchiderea lanturilor valorice bioeconomiei prin obtinerea
de bioproduse inovatoare solicitate de piata”.

De asemenea, Institutul National de Cercetare-Dezvoltare pentru Stiinte Biologice, Bucuresti
(www.www.incdsb.ro) este recunoscut pentru efectuarea testelor de citocompatibilitate.

Teza de doctorat a fost realizata sub coordonarea stiintifica a comitetului director:

Profesor Nicoleta STANCIUC — conducétor doctorat

Profesor Gabriela RAPEANU - coordonator analiza spectrofotometrica a compusilor
polifenolici si metode de extractie

Profesor Gabriela — Elena BAHRIM — coordonator analize microbiologice si studii de
microincapsulare

Profesor luliana APRODU — coordonator modelare moleculara si mecanisme de legare.
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CAPITOLUL 5. STUDIU COMPARATIV AL EXTRACTIEI COMPUSILOR
BIOACTIVI DIN COJILE DE CEAPA GALBENA FOLOSIND DIFERITE
TEHNICI, DIN PERSPECTIVA FITOCHIMICA

5.2. OBIECTIVELE STUDIULUI

Cojile de ceapa reprezintda o sursa de componente valoroase pentru sanatatea umana,
datorita continutului de substante fitochimice. Recuperarea substantelor fitochimice din subproduse
se refera la extractia compusilor fenolici si la validarea experimentala a activitatilor biologice ale
acestora.

Scopul acestui studiu este de a compara profilul fitochimic si biologic al extractelor din coaja
de ceapa galbena obtinute prin doua metode diferite de extractie si anume: extractia conventionala
solid-lichid (folosind diferiti solventi) si metode asistate de extractie solid-lichid (ultrasunete, enzima,
extractie cu fluide supercritice) din perspectiva obtinerii de extracte de calitate superioara. Au fost
obtinute mai multe extracte, in timp ce profilarea a inclus separarea si cuantificarea compusilor
polifenolici si activitate antioxidanta folosind 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) si compusi volatili. Prin
urmare, au fost utilizate diferite tehnici pentru analiza, cum ar fi metode spectrofotometrice pentru
cuantificarea polifenolilor si flavonoidelor, analiza cromatografica (HPLC) a flavonoidelor si
identificarea compusilor prin intermediul analizei cromatografiei in stare gazoasa.

5.4. REZULTATE $I DISCUTII

5.4.1. Analiza comparativa a profilului fitochimic al extractelor obtinute prin metode
conventionale si asistate

Alegerea procesului de extractie precum si a parametrilor de extractie sunt esentiali pentru obtinerea
compusilor bioactivi. Tipul de solvent, concentratia de solvent, temperatura de extractie si metoda de
extractie sunt parametrii responsabili pentru concentratia finald a compusilor bioactivi din extracte.
Pentru a identifica cel mai neinvaziv si eficient protocol de extractie a compusilor biologic activi din
coaja de ceapa galbena, s-a realizat o comparatie fitochimica a extractelor obtinute prin diferite
tehnici. Compusii polifenolici din extracte sunt prezentati in Tabelul 5.1.

Tabelul 5.1. Determinarea compusilor cu actiune antioxidanta din extractele din coji de ceapd obtinute prin
extractie conventionala si extractie asistata de ultrasunete

Compusi biologic activi Extractie conventionala Extractie asistata de ultrasunete

TFC, mg EQ/g ‘ 334,97+19,412 230,63+8,36°
TPC, mg EAG/g ‘ 150,05+5,65 139,67+3,82°
AA, mM Trolox/g ‘ 312,28+2,362 285,90+3,86"°

Valorile medii care pe acelasi rand nu au o litera in comun (a,b) sunt semnificativ diferite, pe baza metodei Tukey si a nivelului de incredere de 95%.

Extractul din coaja de ceapa care s-a realizat in primul studiu a fost caracterizat si a prezentat
urmatoarele rezultate: 334,97+19,41 mg EQ/ g, 150,05+5,65mg EAG/ g si 312,28+2,36 mM Trolox/g.
Extractul din coaja de ceapa galbena din al doilea experiment a prezentat un continut de flavonoide
totale de 230,63+8,36 mg EQ/g SU, un continut de polifenoli totali de 139,67+3,82 mg EAG/ g si
valori de 285,90+3,86 mM Trolox/g, pentru activitatea antioxidanta. Activitatea antioxidanta este
corelatd cu o concentratie ridicatd de flavonoide, ceea ce indica faptul ca flavonoidele sunt
responsabile in principal de activitatea antioxidanta a extractului din coji de ceapa.
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In urma extractiei asistata de enzime se poate observa din tabelul 5.2, ca dupa 24 h de
extractie a compusilor biologic activi din cojile de ceapa, concentratia cea mai ridicata de polifenoli
si flavonoide totale a fost evidentiata prin extractia cu Zymorouge si Xilanaza.

Tabelul 5.2. Compusii fitochimici din extractele din coji de ceapd obtinute prin extractie asistaté de enzime

CBA Extractie asistata de enzime
‘ Celulaza Pectinaza (Zymorouge) Xilanaza
TFC, mg EQ/g FW ‘ 63,364,51° 108,36+3,622 106,85+12,492
TPC, mg EAG/g FW ‘ 16,22+2,01° 25,19+3,562 25,17+2,442
AA, mM Trolox/g FW 58,742,192 51,0+1,78° 31,940,83°¢

Valorile medii care pe acelasi rand nu au o literd in comun (a,b,c) sunt semnificativ diferite, pe baza metodei Tukey si a nivelului de incredere de 95%.

Contributia enzimelor se refera la extractia compusilor bioactivi din coaja de ceapa galbena
prin ruperea integritatii peretilor celulari. Enzimele sunt responsabile de hidroliza componentelor din
peretii celulari, crescand astfel permeabilitatea celulara si randamentul de extractie. Dupa 24 de ore
de extractie, compusii biologic activi au avut o concentratie mai mica comparativ cu celelalte tehnici
de extractie. O posibila explicatie ar fi mentinerea extractelor la o temperatura prea ridicata necesara
inactivarii enzimelor, iar scaderea concentratiei de flavonoide poate indica o degradare a acestora,
quercitina si kaempferolul find componente termolabile. n tabelul 5.3. sunt prezentate rezultatele
obtinute Tn urma extractiei cu fluide supercritice.

Tabelul 3. Compusii fitochimici din extractele din coji de ceapéa obtinute prin extractie cu fluide supercritice

Extractie cu fluide supercritice

CBA ‘ S40 1 S451 S40 11 S4511
TFC, mg EQ/g SU ‘ 295,52+7,62° 81,075,81¢ 211,51+0,99¢ 282,80+4,08°
TPC, mg EAG/g SU ‘ 269,52+46,81° 74,75+0,56¢ 212,56X1+1,18° 202,31+11,56°
AA, mM Trolox/g SU ‘ 420,78+37,082 303,07+0,67° 285,53+0,744 404,93+1,39°

Valorile medii care pe acelasi rand nu au o litera in comun (a,b,c) sunt semnificativ diferite, pe baza metodei Tukey si a nivelului de incredere de 95%.

Conform rezultatelor obtinute in urma extractiei compusilor biologic activi din cojile de ceapa,
extractia cu fluide supercritice a Tnregistrat cea mai mare concentratie a continutului de polifenoli si
flavonoide, de 269,52+46,81 si respectiv de 295,52+7,62, precum si a activitatii antioxidante in
fractiunea S40 | comparativ cu celelalte fractiuni. Totodata, valori destul de apropiate au fost obfinute
si pentru fractiunea S45 Il, dupa cum urmeaza: 282,8014,08 mg EQ/g pentru TFC, 202,31£11,56 mg
EAG/g pentru TPC si 404,93+1,39 mM Trolox/g pentru activitatea antioxidanta. Cele mai scazute
valori ale acestor parametrii au fost inregistrate pentru fractiunea S45I. Extractia cu fluide supercritice
a inregistrat cea mai mare valoare a activitatii antioxidante, lucru confirmat si de concentratia cea
mai ridicata de polifenoli totali.

Tabelul 5.4. Determinarea compusilor cu actiune antioxidanta din extractele din coji de ceapa
obtinute prin extractie cu apa calda
Extract flavonoidic lichid Extract flavonoidic lichid

TFC,mgEQ/gFW | 50,21+0,09
TPC, mg EAG/ gFW | 21,68+0,69
AA, mM Trolox/ g FW | 250,81+6,76
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in urma extractiei in apa fierbinte a rezultat un lichid flavonoidic cu o activitate antioxidanta
semnificativa (250,81+6,76 mM Trolox/ g material vegetal), justificatd de o concentratie ridicata de
flavonoide (50,21+0,09 mg EQ/ g material vegetal). Continutul de polifenoli totali a fost de 21,68+0,69
mg EAG/ g material vegetal.

5.4.2. Identificarea si separarea cromatografica a compusilor antioxidanti din extractul
din coaja de ceapa galbena

Profilul cromatografic al extractului obtinut prin metoda conventionald cu solventi este
prezentat in figura 4. Se pot observa cateva picuri care semnifica prezenta a 5 compusi principali si
anume Peak-ul (1) - quercitin 7,4-diglicozid; Peak-ul (2) - quercitin 3,4-diglicozid; Peak-ul (3) -
guercitin 4-glucozid; Peak-ul (4) - quercitina; Peak-ul (5) — kaempferol. Astfel, din concentratia
totala de flavonoide, compusul care a inregistrat cea mai mare valoare de 22,87% din totalul
compusilor flavonoidici a fost quercitin 3,4-diglicozidul. Cea mai mica concentratie a derivatilor de
quercitind, de 2,98%, a fost determinata in cazul compusului quercitin 7,4-diglicozid. Quercitina si
kaempferol, doi dintre compusii cei mai importan{i, responsabili de activitatea antioxidanta a
extractelor din coji de ceapa, au determinat valori de 7,51% si respectiv 1,12%.

In comparatie cu rezultatele obtinute pentru extractul obtinut prin tehnica conventionala,
profilul cromatografic al extractului obtinut prin utilizarea ultrasunetelor a evidentiat aceeasi compusi
(Peak-ul (1) - quercitin 7,4-diglicozid; Peak-ul (2) - quercitin 3,4-diglicozid; Peak-ul (3) - quercitin 4-
glucozid; Peak-ul (4) - quercitina; Peak-ul (5) — kaempferol), insa cu o concentratie usor mai scazuta,
fapt confirmat si de caracterizarea fitochimica a extractelor. Astfel, in ceea ce priveste quercitin 7,4-
diglicozidul, acest compus a inregistrat o concentratie de 2,76% din totalul compusilor polifenolici in
timp ce compusul majoritar din extractul studiat a fost quercitin 3,4-diglicozidul, cu o concentratie de
18,78%. In ceea ce priveste quercitina si kaempferolul, s-au identificat de asemenea concentratii mai
scazute comparativ cu cea din extractul obtinut tehnici conventionale, respectiv de 6,3% si 0,89%.
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Figura 5.6. Profilul cromatografic al extractelor din coji de ceapa obtinute in urma extractiei conventionala si

a extractiei asistata de ultrasunete (A - extractie conventionala; B - extractie asistata de ultrasunete) — Peak-

ul (1) - quercitin 7,4-diglicozid; Peak-ul (2) - quercitin 3,4-diglicozid; Peak-ul (3) - quercitin 4-glucozid; Peak-ul
(4) - quercitina; Peak-ul (5) — kaempferol;

O alta metoda de extractie a compusilor biologic activi studiata in literatura este extractia
asistata de enzime, in acest caz pectinaza, xilanaza si celulaza. Acest tip de extraciie creste eficienta
gradului de recuperare a compusilor polifenolici si este considerata a fi o metoda care nu are efecte
negative asupra mediului Thconjurator. Caracteristica distinctiva a enzimelor este aceea ca ele pot
functiona eficient Tn conditii fiziologice normale, la presiune atmosferica si la un pH cuprins in
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intervalul 3,0-10,0. Cresterea concentratiei de enzima utilizata conduce la o hidroliza avansata a
polizaharidelor din peretii celulari, in special a retelei de polizaharid-lignina, care in schimb poate
duce la o rata de extractie mai mare a compusilor polifenolici. Profilul cromatografic rezultat in urma
extractiei asistata de enzime a evidentiat doar prezenta quercitinei. Acest compus a prezentat cea
mai mare concentratie in extractul obtinut cu xilanaza de 9,88%, urmat de extractul cu celulaza
4,63% si de cel cu pectinaza de 4,42%.

1000000 - 800000 -
- a) .
£ £ b)
€ 800000 - c
o o 600000 -
S (o]
© 600000 - ﬁ
-3 = D400000 -
g.iooooo . 83
c
©
2 200000 - 1 S 200000 - .
2 o
é 0 1 ' S — § 0 - , J_ ,Aﬁ :
-200000 4) 20 40 60 10 20 30 40 50 60
-200000 - . )
Timp, minute Timp, minute
700000 -
c)
> 600000 -
3 500000 -
E 400000 -
3
S 300000
<
r 200000 -| .
& 100000 - A
2
S 0+ A |
< 20 40 60
-100000 - : _
Timp, minute

Figura 5.7. Profilul cromatografic al extractelor din coji de ceapa obtinute in urma extractiei asistata de
enzime (A - xilanaza; B - pectinaza; C - celulaza) — Peak-ul (1) — querciting;

Extractia cu fluide supercritice este consideratd o alternativa excelentd a metodei
conventionale de extractie a compusilor bioactivi deoarece au ca rezultat extracte lipsite de solventi
organici. Profilul cromatografic al extractului obtinut prin intermediul fluidelor supercritice a prezentat
concentratii mai mari de compusi bioactivi in comparatie cu cele ale extractiilor anterioare, iar valorile
au fost comparabile cu cele obtinute la extractia conventionald si cea asistatd de ultrasunete.
Cromatograma fractiunii S40 arata prezenta compusilor identificati si anterior, insa cea mai mare
concentratie se remarca in cazul quercitin 3,4-diglicozid cu un procent de 45,19%, in timp ce
quercitina a inregistrat o concentratie de 2,41% si 1% kaempferol. Profilul cromatografic al extractului
obtinut din fractiunea S45 a aratat o concentratie de 35% quercitina.

Astfel, extractul S40 | (temperatura de 40°C; presiunea de 400 atm, timp de extractie 2,5h)
obtinut din cojile de ceapa galbena, a prezentat un profil cromatografic din care au fost identificati 5
compusi, respectiv quercitin 7,4-diglicozid, quercitin 3,4-diglicozid, quercitin 4-glucozid, quercitina,
kaempferol. Cea mai mare concentratie a fost evidentiata pentru quercitina, de aproximativ 40%,
urmata de quercitin 3,4-diglicozid cu o concentratie de 17,94% din totalul compusilor flavonoidici
extrasi. Cromatograma extractului S40 Il (temperatura de 55°C; presiunea de 400 bari, timp de
extractie 2,5h) a evidentiat prezenta acelorasi compusi insa cea mai mare concentratie a fost
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identificata pentru quercitin 3,4-diglicozid de 45,19%, in timp ce quercitina a inregistrat o concentratie
de 2.41%. Kaemperoful a prezentat concentratii in jurul valorii de 1%. Extractul obtinut in celula de
extractie S45 | (temperatura de 40°C; presiunea de 400 bari, timp de extractie 2,5h) a pus in evidenta
0 concentratie mult mai scazuta a tuturor compusilor identificati comparativ cu celelalte extracte
obtinute prin extractie cu fluide supercritice. Astfel, cea mai mare concentratie a fost inregistrata
pentru quercitin 3,4-diglicozid de 10,13% iar quercitina a prezentat o valoare de 2,02% din totalul
compusilor flavonoidici. Profilul cromatografic al extractul obtinut in celula S45 Il (temperatura de
55°C; presiunea de 400 bari, timp de extractie 2,5h) a relevat ca si compus majoritar quercitina, de
aproximativ 35%.
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Figura 5.8. Profilul cromatografic al extractelor din coji de ceapa obtinute in urma extraciiei cu fluide
supercritice (A -S40 I; B - S40 1I; C - S45 |; D - S45 II) — Peak-ul (1) - quercitin 7,4-diglicozid; Peak-ul (2) -
quercitin 3,4-diglicozid; Peak-ul (3) - quercitin 4-glucozid; Peak-ul (4) - quercitina; Peak-ul (5) — kaempferol;

Profilul cromatografic al extractului din cojile de ceapa obtinut in urma extractiei cu apa la 70°C din
cojile de ceapa (Figura 5.9) a relevat prezenta unui singur peak de o intensitate mare, cel mai probabil
compusi din clasa acizilor polifenolici sau a chinonelor, compusi de culoare ce prezinta un coeficient
de solubilitate in apa destul de ridicat. Cromatograma obtinuta in cazul acestui extract nu a reliefat
la nici o lungime de unda prezenta compusilor din clasa flavonoidelor. Acest fenomen poate fi explicat
prin solubilitatea scazuta a acestor compusi in apa, astfel incat se poate concluziona ca extractia cu
apa nu reprezinta o metoda adecvata pentru extractia compusilor flavonoidici din cojile de ceapa.
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Figura 5.9. Profilul cromatografic al extractului din coji de ceapa obtinut in urma extractiei cu apa la 70°C;

Identificarea si cuantificarea compusilor flavonoidici prin cromatografie poate fi corelata cu
activitatea antioxidanta a extractului din coaja de ceapa. De obicei, valoarea crescuta a activitatii
antioxidante este datorata existentei compusilor flavonoidici (quercitind, kaempferol, miricitina,
catehind), precum si derivatilor secundari.

5.4.3. Digestibilitatea in vitro a extractului din coaja de ceapa galbena

In urma analizei componentelor fitochimice din extractele obtinute, se poate concluziona faptul ¢& o
metoda optima poate fi extractia conventionala, aceasta prezentand o serie de avantaje, in raport cu
celelalte tehnici, precum: durata scurta a experimentului, dificultatea scazuta in vederea realizarii
acestuia, nu necesita echipamente suplimentare si nu in ultimul rand, eficienta foarte mare de
extractie a compusilor de interes. Prin urmare, s-a selectat extractul obtinut prin metoda
conventionald pentru determinarea digestibilitatii in vitro a flavonoidelor in tractul gastrointestinal.

Tabelul 5.5. Digestibilitatea in vitro a flavonoidelor din extractul conventional din coaja de ceapa
Continutul de flavonoide totale

Timpul de digestie SGS SIS
Vi Vi
0 0,1+0,001 0,1+0,001
30 0,114+0,004 0,12+0,004
60 0,115+0,006 0,159+0,021
90 0,123+0,001 0,144+0,001
120 0,095+0,002 0,078+0,001

SGS=suc gastric simulat; SIS=suc intestinal simulat
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Figura 5.10. Digestibilitatea in vitro a flavonoidelor din extractul de coaja de ceapa galbena

in primele 90 de minute de simulare a conditiilor de digestie gastrica, se poate observa o
foarte usoara crestere a concentratiei de flavonoide de la 0,1+0,001 pana la 0,123+0,001 EQ/ mL
extract, urmata de aceeasi tendinta in primele 60 de minute de digestie in intestin. n urmatoarele 60
de minute, concentratia de flavonoide descreste, ceea ce semnifica faptul ca ele sufera o degradare.
Degradarea compusilor s-ar putea datora conditiilor din tractul intestinal, unde pH-ul creste brusc si
devine nefavorabil pentru flavonoide. Rezultatele obtinute in cadrul acestui experiment implica
necesitatea cautarii unor metode de imbunatatire a stabilitatii compusilor fenolici sub diverse conditii,
dar si de asigurare a eliberarii controlate a acestora.

5.4.4. Analiza GC-MS

Numarul de compusi determinati in extractul din coaja de ceapa depinde de metoda utilizata
de extractie. Un numar mare de compusi a fost identificat in cazul extractiei asistatd de enzime.
Compusii identificati apartin urmatoarelor clase: alcooli, acizi, aldehide, cetone, alcani, esteri si
compusi cu Sulf.

Tabelul 5.6. Compusi identificati in extractul de coaja de ceapa
Metoda de extractie/

Denumirea compusului Timpul de Formula i
p retentie Suprafata peak-ului
(%)
CSE (5,44%)
EAE (21,05%)
Catehol 26,59 CsHsO2
SFE 40 (3,21%)
SFE 45 (8,57%)
Acid vanilic 35,49 CsHsO4 CSE (0,8%)
Acid tetradecanoic acid (acid miristic) 35,63 C14H2802 EAE (0,84%)
Acid hexadecanoic: metil ester (metil 38.66 CirHa0s EAE (0,6%)
palmitat)
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Metoda de extractie/

Denumirea compusului Timpul de Formula i
p retentie Suprafata peak-ului
(%)
Acid hexadecanoic, etil ester (etil palmitat) 40,78 Ci18H3602 EAE (4,7%)
i . i " CSE (3,58%)
Acid n-hexadecanoic (acid palmitic) 41,15 C16H3202

EAE (18,03%)

CSE (25,87%)
UAE (100%)

Acid 9,12-octadecadienoic (Z, 2)- (acid
“ octadecadienoic (2, 2)- (aci 43,68 C1eHz202 EAE (25,81%)

linoleic)
SFE 40 (20,46%)
SFE 45 (58,61%)
EAE (5,65
[-(+)-Ascorbic acid 2,6-dihexadecanoate 42,59 C3sHesOs

SFE 45 (22,19%)

CSE — extractie conventionald, UAE — extractie asistata de ultrasunete, EAE — extractie asistata de enzime, SFE — extractie
cu fluide supercritice

Cateholul (1,2-dihidroxibenzen), un compus care se gaseste in plante precum ceapa,
eucaliptul, sfecla de zahar s-a putut identifica si in extractele din coaja de ceapa, dupa cum urmeaza:
5,44% in CE, 21,05% in EAE, 3,21% in SFE 40 si 8, 57% in SFE 45. in plus, urmatorii fenoli au fost
identificati in cantitati mai mici: : 2-metoxi-4-vinil fenol (p-vinil guaiacol); 2-metil-5-(1-metil etil)-fenol
(carvacrol), acid vanilic. Acidul (Z Z2)-9,12 octadecadienoic (acidul linoleic) a fost prezent in probele
analizate. Acidul linoleic este un acid gras esential care se gaseste in fasole verde, cuisoare,
kumugquat, nuci pecan. Astfel, cojile de ceapa pot fi exploatate in industria alimentara datorita
proprietatilor fizico-chimice si prezentei acizilor grasi esentiali si a componentelor volatile.

5.5. Concluzii partiale

Acest studiu si-a propus sa compare profilul fitochimic si biologic al cojilor de ceapa galbena obtinute
prin diferite tehnici de extractie. Rezultatele au permis s& concluzioneze urmatoarele:

A. Extractia conventionald cu solvent solid-lichid a finregistrat cea mai mare valoare pentru
flavonoidele totale (334,97+19,41 mg EQ/g extract) in comparatie cu tehnicile de extractie asistata.

B. Utilizarea extractiei cu fluide supercritice a permis obtinerea de extracte cu activitate antioxidanta
mai mare, data probabil de concentratia de polifenoli totali.

C. In ceea ce priveste continutul de polifenoli totali si flavonoide totale din extractele de coaja de
ceapa obtinute prin metoda extractiei asistate enzimatic, s-a demonstrat ca dupa 24 de ore, extractia
cu pectinaza si xilanaza a dus la o concentratie mai mare in flavonoide, ducand la valori semnificative
ale activitatii antioxidante.

D. Profilul cromatografic al extractelor obtinute din cojile de ceapa galbena prin diferite tehnici de
extractie, precum extractia conventionald, extractia asistatéd cu ultrasunete si extractia cu fluide
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supercritice a relevat prezenta a 5 compusi majoritari precum quercetina 7,4-diglicozida, quercetina
3,4-diglicozida, quercetina 4-glucozida, quercetina si kaempferol.

E. Extractele obtinute prin extractie asistata de enzime, in urma analizei HPLC-DAD, au evidentjat
prezenta unui singur compus, quercetina, in concentratii deficitare comparativ cu alte tipuri de
extractie.

F. Extractia cu apa nu este o metoda potrivita pentru extractia compusilor flavonoide din cojile de
ceapa din cauza solubilitatii scazute a acestor compusi in apa.

G. Rezultatele obtinute Tn urma experimentului de digestie in vitro au subliniat necesitatea
imbunatatirii stabilitati compusilor fenolici expusi la diverse conditii, dar si asigurarea eliberarii
controlate a acestora.

H. Continutul de acizi grasi din cojile de ceapa, care a fost dezvaluit prin analiza GC-MS a fi bogat in
acizi grasi polinesaturati, facandu-| atractiv din punct de vedere nutritional. Compozitia de acizi grasi
polinesaturati a cojilor de ceapa este un potential de recuperare nutritionala, dar obtinerea uleiurilor
esentiale necesita testare prealabila.

I. Pe baza rezultatelor obtinute se poate afirma ca toate metodele utilizate sunt adecvate pentru
extractia polifenolilor din coaja de ceapa galbena.
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CAPITOLUL 6. CONDITII PREALABILE PENTRU O INCAPSULARE
EFICIENTA A FLAVONOIDELOR DIN COJILE DE CEAPA GALBENA iN
PEPTIDELE PROTEINELOR DIN ZER

6.2. OBIECTIVELE STUDIULUI

Acest studiu si-a propus sa investigheze posibilitatea utilizarii proteinelor din zer, cum ar fi 8-
LG si a peptidelor bioactive rezultate din hidroliza enzimatica a B-LG pentru a lega flavonoidele
extrase din coaja de ceapa galbena. Interactiunea dintre peptide si flavonoide a fost evaluata folosind
doua tehnici complementare: fluorescenta si tehnici de modelare moleculara. Flavonoidele au fost
extrase din cojile uscate de ceapa galbena prin extractie cu fluide supercritice, iar extractul a fost
caracterizat in ceea ce priveste continutul de flavonoide totale (TFC), continutul de polifenoli totali
(TPC) si activitatea antioxidanta. Hidroliza enzimatica asistata de termolizina a fost utilizata pentru a
produce hidrolizate (-LG. Experimentele de stingere a fluorescentei au implicat utilizarea
hidrolizatelor cu greutate moleculara mai mica de 3 kDa, denumite in continuare peptide B-LG (B-
SP) mici. Rezultatele au permis calcularea parametrilor de legare precum Stern-Volmer si
constantele de legare, precum si numarul de locuri de legare, in timp ce pe baza analizei
termodinamice au fost identificate principalele forte implicate in formarea complexului.

6.4. REZULTATE SI DISCUTII
6.4.1. Caracterizarea in compusi biologic activi a extractului din coji de ceapa galbena

In acest studiu, pentru a mari solubilitatea compusilor polari si eficienta de extractie a
flavonoidelor, coaja maruntitd de ceapa a fost amestecata cu o solutie hidroalcoolica si recirculata
continuu cu CO; supercritic. Extractul din coji de ceapa galbena a prezentat o valoare a TFC de
202,31+11,56 mg EQ/g SU, 282,80+4,08 mg EAG/g SU pentru TPC si o activitate antioxidanta de
404,93+1,39 mM Trolox/g SU. Randamentul de extractie a fost de 0,65%, fapt ce demonstreaza
ideea ca randamentul de extractie creste cu presiunea de extractie. Profilul cromatografic al
extractului prezentat in acest studiu este reprezentat in Figura 6. Astfel, au fost identificati cinci
compusi: quercitin 7,4- diglucozid, quercitin 3,4-diglucozid, quercitin 4-glucozid, quercitind si
kaempferol. Cea mai mare concentratia s-a depistat in cazul quercitinei, de 39,94%, urmata de
quercitin 4-glucozid cu o concentratie de 5,90%, quercitin 3,4-diglucozid cu 3,99%, quercitin 7,4-
diglucozid cu 1,73%, iar kaemperolul cu o concentratie de doar 1,27% din extractul total.
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Figura 6 Profilul cromatografic al extractului cu CO:z supercritic din coji de ceapa galbena: Peak (1) —
quercitin 7,4'-diglicozid; Peak (2) - quercitin 3,4-diglucozid; Peak (3) - quercitin 4-glucozid; Peak 253 (4) -
querciting; Peak (5) - kaempferol.
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6.4.3. Evaluarea mecanismelor de legare dintre compusii biologic activi din extract si
proteine si peptide prin spectroscopie de fluorescenta

Utilizarea titrarii cu liganzi in vederea stingerii fluorescentei triptofanului din proteine este o
metoda rapida si simpla pentru estimarea afinitatilor de legarea a flavonoidelor la proteine si peptide.
Interactiunea dintre hidrolizatele de B-lactoglobulina si flavonoidele extrase din cojile de ceapa
galbena au fost studiate in sensul cresterii concentratiei de flavonoide din amestec pe spectrele de
intensitate a fluorescentei ale solutiilor peptidice, tratate termic initial la temperaturi cuprinse intre
25°C si 100°C, timp de 15 minute. Efectul de stingere a fluorescentei s-a putut observa in cazul
tuturor variantelor peptidice tratate la intervale diferite de temperatura. Cresterea concentratiei de
flavonoide de peste 8,41x10®M a dus la o stingere a fluorescentei peptidelor de aproximativ 46%
(Figura 6.1. a), iar tratamentul termic de pana la 100°C a determinat modificari conformationale cu
o rata de quenching de aproximativ 42% (Figura 6.1. b).

in ceea ce priveste temperatura, cresterea concentratiei de flavonoide nu a determinat deviatii
red sau blue shift, ceea ce indica faptul ca adaugarea flavonoidelor nu a dus la pierderea structurii
peptidice, ci doar la deteriorarea subdomeniului hidrofob de care apartine triptofanul.
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Figura 6.1. Spectrele de fluorescenta ale interactiunii dintre hidrolizatele de 3-LG si flavonoidele SFE la 25°C
(a) si 100°C (b)

Tabelul 6.1. Parametrii de binding ntre hidrolizatele de B-LG si flavonoide la diferite temperaturi

T(CC) Extract SFE Quercitind
Ksv (10 Mol/L) | Kx (108Mol/L) | n | Ksy(10°Mol/L) | Ky (10¥Mol/L) | n
25 12,51+1,10 2,37+0,04 25 12,51+1,10 2,37+0,04 25
70 12,09+1,49 2,71+0,08 70 12,09+1,49 2,71+0,08 70
80 11,73+1,69 2,4240,20 80 11,73+1,69 2,42+0,20 80
90 10,75+1,67 2,14+0,13 90 10,75+1,67 2,14+0,13 90
100 8,19+0,12 2,09+0,29 100 8,19+0,12 2,09+0,29 100

Datele prezentate in Tabelul 6.1 indica faptul ca interactiunile dintre flavonoide si peptide au
urmat un mecanism static. Linearitatea ridicatda a putut fi observata pe intregul interval de
temperatura studiat, ceea ce indica faptul ca hidrolizatele B-LG au moduri de legare unice. Cresterea
temperaturii de la 25°C la 100°C a scazut valorile Ksy de la 12,51 + 1,10x1010 L / Mol la 8,19 *
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0,12x1010 L / Mol. in studiul de fata, flavonoidele au format un complex nefluorescent cu hidrolizati
B-LG.

Din Tabelul 6.1 se poate observa ca scaderea valorii Kb odata cu cresterea temperaturii, iar
valorile n ale complexului flavonoid-peptida sunt aproximativ egale cu 1, in cazul tuturor
temperaturilor studiate. Aceste rezultate sugereaza existenta unui singur loc de legare pentru
flavonoide. O usoara scadere a valorilor lui n poate fi observata pe masura ce temperatura creste.
Cu toate acestea, in intervalul de temperatura de 80-100 ° C, nu exista diferente semnificative in
numarul de locuri de legare. Parametrii de legare indica valori de marime cu doua ordine mai mici,
iar valorile lui n indicd prezenta unui situs de legare pentru quercetind. Valorile mai mari ale
constantelor de legare pentru extractul flavonoidic comparativ cu quercetina pot fi explicate prin
existenta unui spectru mai mare de compusi in extract, cu diverse afinitati, care practic pot concura
pentru legarea peptidei. Cresterea temperaturii nu a avut un efect semnificativ asupra conformatiei
structurale a hidrolizatului de proteina B-LG, fata de 100°C, cand a putut fi observata o scadere a
parametrilor de legare. Acest lucru ar putea fijustificat de plierea si/sau agregarea lanturilor peptidice,
care poate duce la un bloc de situsuri de legare a quercetinei. Relatia liniara dintre In Ky si 1/T
sugereaza ca semnul entalpiei ramane constant, in conditii de tratament termic. Se poate observa
ca pentru legarea dintre flavonoidele extrase din coaja de ceapa galbena si peptide, AH si AS au fost
-1149,6 + 18,11 J/mol si, respectiv, -2,36 * 0,18 J/mol. Aceste rezultate indica faptul ca principalele
forte care stabilizeaza sistemul sunt legaturile de hidrogen si interactiunile van der Waals.

Tabelul 6.2. Parametrii termodinamici pentru legarea dintre hidrolizatele de B-LG si flavonoidele
extrase din cojile de ceapa galbend, la diferite temperaturi

T(K) | AH@J/Mol) | AS@/Mol'K) | AG (J/Mol) R
298 -446,32+11,20

343 -340,12+10,21

353 | -1149,6+11,20 | -2,36+0,47 | -316,52+16,21 | 0,95
363 -292,92+9,20

373 -269,32+8,45

6.4.4. Evaluarea mecanismelor de legare dintre compusii biologic activi din extract si
proteine si peptide prin modelare moleculara

Pentru completarea studiului legat de proprietatile de fluorescenta din cadrul acestui
experiment, s-a realizat o abordare in silico pentru a identifica detalii la nivel de atom privind
comportamentul moleculelor. Avand in vedere ca, la nivel de laborator, pregatirea probelor a
presupus obtinerea peptidelor prin tratamentul termic al amestecului format din B-LG si termolizina,
la o temperaturad de 70°C, etapele de modelare moleculara s-au realizat respectand aceleasi conditii
de temperatura pentru modelul 3D optimizat de B-LG. Aceasta abordare a permis simularea oricarui
fenomen de pliere/depliere ce poate interveni asupra structurii B-LG si de asemenea la expunerea
situsurilor susceptibile la hidroliza cu termolizina. Prin urmare, pentru a obtine un grad de hidroliza
de aproximativ 21%, identic cu cel calculat in cadrul experimentului de laborator, legaturile peptidice
stabilite Intre reziduurile de aminoacizi cu o expunere de peste 3,2 A2 (Figura 6.2) au fost scindate,
rezultand un amestec format din 30 de peptide diferite cu secvente de la 2 la 19 resturi de aminoacizi
si mase moleculare cu valori de la 206,24 Da la 2132.43 Da (Tabelul 6.3) si resturi libere de Leu,
Ala, lle.
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Figura 6.2. Model 3D de [3-lactoglobulina tratata termic la 70°C. Proteina este reprezentata in stil
NewCartoon utilizadnd sfotware-ul VMD. Situsurile de legare recunoscute de termolizina sunt marcate cu
albastru, iar reziduurile de Trp sunt reprezentate cu rosu.

Asa cum au indicat si testele de stingerea a fluorescentei, aditia extractului flavonoidic a dus
la scaderea fluorescentei hidrolizatului de B-LG. Luand in calcul conditiile experimentale utilizate in
masuratorile spectroscopiei de fluorescenta (excitare la o lungime de unda de 295 nm), proprietatile
flourescente ale hidrolizatului de B-LG sunt atribuite celor doua reziduuri de Trp localizate Tn pozitiile
19 si 61 din structura initiala a proteinei (Figura 6.2). Verificarea peptidelor rezultate prin hidroliza 3-
LG cu termolizina a indicat ca reziduurile de Trp19 si Trp61 au devenit peptide cu 0 masa moleculara
destul de mare de 782,85 Da si 1107,23 Da.

Tabelul 6.3. Detalii legate de peptidele rezultate in urma hidrolizei B-lactoglobulinei (8-LG) cu termolizina,
obtinerea unui grad de hidroliza de 21%si interactiunea cu flavonoidele din extractul din coji de ceapéa
galbend, QDG si QUG.

Peptide rezultate in urma hidrolizei B-LG cu Energia de interactiune, kcal/mol

termolizina
Numarul
de Secventa Masa moleculara, Da QDG QMG
reziduuri
19 Leult’-Lys!® 2132,43 >0 >0
14 Val*3-|le® 1569,75 -18,56+0,59 -15,44+0,15
9 LeuS8-Cys56 1107,23 -128,22+8,92 -125,35+5,55
Val%-Tyri02 1144,29 -17,50+4,67 -16,57+2,45
8 Leul®-Serto 956,14 -15,30+2,66 -14,93+2,31
Val's-Ser?! 782,85 -15,21+0,98 -14,75+0,75
7 Met?*-Ser30 693,77 -16,52+0,34 -14,43+1,17
Leu3?-Pros® 701,75 -10,15+1,46 -10,28+1,02
Ala’3-Pro™ 786,95 -13,38+1,06 -15,15+1,55

Peptidele cu triptofan sunt boldate. Situsurile de scindare au fost prezise cu PeptideCutter pe server-
ul EXPASY.

Ambele peptide au stabilit forte de interactiune mai mari cu QDG decéat cu QMG (Tabelul 6.3).
Chiar daca peptida Leu®8-Cys® include aminoacizi incarcati negativ, contactul electrostatic cu QDG
si QMG s-ar putea datora doar interactiunilor -1 si cation- 1, deoarece liganzii nu poseda sarcina
electrica. Investigarea la nivel de atomi nu a indicat un contact direct intre Trp din peptida Leu®®-
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Cys®® si liganzi, inelul indol fiind localizat pe cealaltd parte a scheletului peptidei in ceea ce priveste
locul de interactiune cu QDG si QMG (Figura 6.3). Considerand ca nu au avut loc schimbari in mediul
catenei laterale a reziduului de Trp la legarea cu flavonoide, cel mai probabil interactiunea dintre
Leu58-Cys66 si QDG sau QMG nu are ca rezultat modificarea fluorescentei.

Figura 6.3. Detalii legate de interactiunea dintre peptidele cu Trp (Val'>-Ser?! (a si b) si Leu®®- Cys®® (c si d)
rezultate Tn urma hidrolizei B-LG cu termolizina si flavonoidele extrase din cojile de ceapa galbena (quercitin-
3,4’-O-diglucozid (a si c) si quercitin-4’-O-monoglucozid (b si d))

6.5. Concluzii partiale

Investigatiile despre interactiunile dintre proteine si diferiti compusi biologic activi sunt
esentiale pentru productia eficientd de noi componente de calitate alimentara, produse farmaceutice
si cosmetice. Complexele flavonoide-proteine ar putea fi proiectate pentru a stimula utilizarile
functionale ale flavonoidelor si pentru a depasi dezavantajele lor fundamentale, cum ar fi
biodisponibilitatea. B-lactoglobulina joaca un rol important in legarea si transportul diversilor liganzi,
cum ar fi steroizi, acizi grasi, retinoizi, vitamina D, colesterol, polifenoli etc. Acest studiu a analizat
interactiunea dintre peptidele rezultate din hidroliza B-lactoglobulinei cu termolizina si flavonoide
extrase cu fluide supercritice dintr-un produs secundar rezultat din prelucrarea cepei. Metoda
fluidelor supercritice cu CO2 a dus la obtinerea unui extract cu un continut de flavonoide de
202,31+11,56 mg EQ/g SU, un continut de polifenoli de 282,80+4,08 mg EAG/g SU si o activitate
antioxidanta de 404,9+31,39 mM pentru Thelox/g SU extract de coaja de ceapa galbena. Modificarile
intensitatii fluorescentei hidrolizatelor de proteine au permis estimarea constantei Stern-Volmer, a
constantelor de legare si a numarului de situsuri de legare. Mecanismul de legare dintre flavonoide
si peptide a fost static, iar principalele forte implicate au fost legaturile de hidrogen si interactiunile
van der Waals. Numarul de situsuri de legare a fost 1 pentru toate temperaturile testate. Modelarea
moleculara a aratat ca legarea quercetin-3,4'-O-diglucozidei si quercetin-4'-O-monoglucozid si Val*-
Ser?! este in primul rAnd responsabilda pentru stingerea fluorescentei la adadugarea treptatd a
extractului de coaja de ceapa galbena la hirolizatul de B-lactoglobulina. Quercetin-3,4’-O-diglucozid
si quercetin-4’-O-monoglucozid par sa interactioneze cu toate peptidele cu 7-14 reziduuri de
aminoacizi eliberate de termolizina.
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CAPITOLUL 7. MICROPARTICULE MULTIFUNCTIONALE PE BAZA DE
PEPTIDE/PROTEINE DE ZER CARE CONTIN EXTRACT DIN COJI DE
CEAPA GALBENA

1.1. OBIECTIVELE STUDIULUI

Scopul major al acestui studiu a fost testarea diferitelor variante tehnologice pentru
dezvoltarea ingredientelor multifunctionale, pe baza de flavonoide, peptide bioactive si diferite
combinatii unice de matrice biopolimerice, pentru utilizari ulterioare in alimente cu inalta
functionalitate sau nutraceutice, benefice pentru sanatatea umana. In plus, studiul nostru poate
reprezenta o baza pentru exploatarea adecvata a subproduselor rezultate din prelucrarea industriala
a legumelor, si anume coaja de ceapa galbena.

Prin urmare, obiectivul studiului a fost valorificarea extractelor imbogatite cu flavonoide din
cojile de ceapa galbena prin microincapsulare in diferite combinatii de biopolimeri si/sau peptide.
Extractul de flavonoid imbogatit din cojile de ceapa galbena a fost obtinut prin extractie repetata
asistata cu ultrasunete si caracterizat pentru profil fitochimic si potential antioxidant. Hidroliza
enzimatica care implica doua enzime (termolizina si Proteinaza K) a produs hidrolizate de proteine
din zer. Combinatiile unice dintre flavonoide si matricele biopolimerice au fost microincapsulate prin
coacervare complexa si uscare prin congelare, in timp ce pulberile rezultate au fost testate pentru
profilul fitochimic (continutul total de flavonoide, continutul total de polifenoli), activitatea antioxidanta
si stabilitatea depozitarii. in plus, pulberile selectate au fost testate pentru continutul de bacterii lactice
probiotice din perspectiva co-microincapsularii.

Cresterea biodisponibilitatii flavonoidelor a fost testata prin experimente de digestie in vitro,
in timp ce biocompatibilitatea in vitro a fost demonstrata prin testarea viabilitatii si compatibilitatii
celulelor fibroblaste in prezenta microcapsulelor obtinute. Caracteristicile morfologice si structurale
ale pulberilor au fost de asemenea evaluate prin microscopie confocala cu scanare laser.
Functionalitatea ingredientelor selectate a fost evidentiata prin incorporarea in alimente, care a fost
testata din punct de vedere fitochimic si senzorial.

7.3. MATERIALE $I1 METODE

7.3.5. Variante pentru microincapsularea extractului de coji de ceapa galbena in diferite
matrici de biopolimer

Experimentul 1: Doua pulberi liofilizate au fost obtinute in urma realizérii a doua variante de
microincapsulare. Aproximativ 20 ml de hidrolizate B-LG au fost combinate cu 0,5 g de extract de
coaja de ceapa inainte de a fi supuse la ultrasunete la 40,0 £ 1,0 °C timp de 75 de minute. Dupa
aceea, amestecul a fost congelat la -70 ° C si liofilizat (CHRIST Alpha 1-4 LD plus, Germania) la -
42 ° C sub o presiune de 0,10 mBar timp de 48 de ore. Pulberea corespunzatoare, care a inclus
peptide cu mase moleculare sub 10 kDa ca material de incapsulare, a fost marcata P1. Proba P2 a
fost creata prin repetarea tehnicii, insa utilizadnd B-LG nativ ca material de incapsulare. Ulterior,
pulberile (P1 si P2) au fost colectate si ambalate in pungi metalice si pastrate la frigider pana la
analize ulterioare.

Experimentul 2: Doua variante de pudra codificate H si | s-au obtinut astfel: pentru proba H,
o cantitate de 1,22 g extract de flavonoid din coaja de ceapa galbena adusa la uscare a fost
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amestecata cu 50 mL solutie 2% WPI hidrolizata cu transglutaminaza si lasata pe baia cu ultrasunete
la solubilizare timp de 30 de minute. Proba a fost apoi omogenizata complet timp de 1 ora utilizadnd
un agitator magnetic peste care s-au adaugat 0,5 g de Lactobacillus casei in conditii sterile. in final,
omogenizarea a avut loc din nou timp de o ora urmata de liofilizare. Acelasi protocol a fost urmat
pentru obtinerea probei |, singura modificare fiind inlocuirea solutiei de proteine hidrolizate cu o
solutie WPI 2% nehidrolizata. Probele au fost apoi liofilizate si pastrate la frigider pana la utilizare.

Experimentul 3: Microincapsularea a fost efectuata utilizand urmatoarele rapoarte
maltodextrina:pectina: (M:P): 1:1 (varianta V1), 2:1 (varianta V2) si 1:2 (varianta V3). Fiecare varianta
a fost omogenizata la 40°C si 450 rpm timp de 30 de minute, dupa care s-au adaugat 15 ml de solutie
de extract si 20 ml de hidrolizat proteic (HP) si s-au amestecat din nou timp de 1 ora la 40°C si 450
rpm. Probele au fost apoi congelate la -70 °C, iar particulele de gheata au fost eliminate prin liofilizare
la -42 °C timp de 48 de ore la o presiune de 0,10 mBar. Ulterior, ambele pulberi au fost colectate,
ambalate in pungi metalice si pastrate in congelator la -20 ° C pana la analize ulterioare. Fiecare
experiment a fost efectuat in dublu exemplar.

Experimentul 4: Pentru microincapsularea extractului de coaja de ceapa galbena s-a folosit
ca tehnica principala liofilizarea; si amestecuri de maltodextrina, pectina si izolat de proteine din zer
ca matrice de incapsulare. Au fost obtinute trei variante experimentale. Astfel, varianta A foloseste
maltodextrina: pectina: izolat proteic din zer, in raport de 1: 1: 1, varianta B utilizeaza maltodextrina:
pectina: izolat proteic din zer: hidrolizat proteic, in raport de 1: 1: 1: 0,5 si varianta C foloseste
maltodextrina: pectina: izolat proteic din zer: hidrolizat proteic din zer, in raport de 1: 0,5: 1. 0,5.
Ulterior, fiecare varianta a implicat adaugarea a 1,6 g de extract etanolic dizolvat in 60 mL de apa
acidulata la pH de 5,0, amestecul a fost agitat timp de o ora la 500 x g si o temperatura de 40°C.
Coacervarea a implicat o scadere a pH-ului solutiei la 5,0, urmata de liofilizare. Probele au fost
liofilizate la o temperatura de -42°C, la o presiune de 0,10 mBar, timp de 48 de ore. Ulterior, pulberile
au fost colectate, ambalate n recipiente de sticla si depozitate la 25 ° C pana la caracterizare. Fiecare
experiment a fost efectuat in dublu exemplar.

7.4. REZULTATE $I DISCUTII

7.4.1. Compozite functionale pe baza de coaja de ceapa galbena in diferite stari
moleculare ale B-lactoglobulinei: detalii privind profilul fitochimic, structura si morfologie,
bioaccesibilitate si efecte prebiotice

Experimentul 1: Microincapsularea flavonoidelor din cojile de ceapa galbena in @8-
lactoglobulina si hidrolizatele sale derivate din termolizina

Gradul de hidroliza a inregistrat o valoare de 31,94 + 0,49%. Este cunoscut faptul ca
principala proteina din zer, B-LG, actioneaza ca un precursor pentru mai multe peptide functionale.
De exemplu, intr-o digestie asistata de tripsina, a fost identificaté prezenta a cinci peptide bioactive
in hidrolizatul total. De exemplu, secventele SAPLRVY f(36—42) si LIVTQTMKG f(1-9) au fost
impartite in dipeptide si, respectiv, tripeptide. Pe de altéd parte, secventa KPTPEG f(47-52) s-a
dovedit a apartine celei mai lungi peptide (Val59-lle72) obtinute in conditiile experimentale luate in
considerare. Tn studiul nostru, B-LG nu a prezentat activitate antioxidanta, in timp ce hidrolizatele
obtonute <10 kDa a avut o activitate antioxidanta de 1,26 + 0,16 mMol proteina Trolox / mg.
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Tabelul 7.1. Peptides Peptidele eliberate prin hidroliza completa asistata de termolizina a -lactoglobulinei

Numarul de

. . Secvente
reziduuri ;

14 Val®o-|le™

10 Vall3-Algl4e

9 Leu™-Cys®

8 Leulll_Tyrlls

7 Leu®®-Pro%*; Ala®®-Pro%

6 Ala®2-Ser®’; Ala'?’-Ser'®?; Leul”?-His’”

5 Leu?t-Lys®; Ala*2-Ser*6; Leu®-Lys!7; Phe!7-GIn"t
4 Val'®-Thr??; Ala®-Lys®; Met'%-Ser!?5; Alal34-Cys!s’

3 Metzs_G|y25; ||e100_A|a102; Leu149_|_y5151; phelsz_Ly3154; A|a158_pr0160
Leu®5-Arg®®; Val®’-Tyr®8; Phe®-Lys®; Phe'?'-Cys'??; Leu'®-Lys!'®"; Met!61-His!6? ||g163-
Ar9164; Leu165_ser166

* Similiaritatea secventei cu peptidele din BioDADPep

Caracterizarea extractului, microincapsularea si caracterizarea fitochimica a pudrelor

Extractul de coji de ceapa galbena obtinut de USAE a prezentat un continut total de flavonoide
de 228,68 + 3,09 mg EQ / g SU, un continut total de compusi polifenolici de 96,06,27 + 2,70 mg
echivalenti de acid galic (EAG) / g SU, si o activitate antioxidanta de 495,89 + 2,42 mM echivalenti
Trolox/g SU. Mai departe, s-a realizat profilul cromatografic al extractului de coji de ceapa galbena
(Figura 7.2). Profilul a permis identificarea a 5 compusi, sianume quercitina 7,4-diglucozid, quercitina
3,4-diglucozid, quercitina 4-glucozid, quercitina si kaempferol. Compusul principal gasit a fost
quercitina 3,4-diglucozid cu intr-un procent de 19,29%, urmata de quercitina care a dezvaluit un
continut cu o concentratie de 7,30% din totalul flavonoidelor extrase. Primul compus identificat a fost
quercitina 7,4-diglucozid, care a afisat un continut de 2,79% din total compusi flavonoidici extrasasi
in timp ce kaempferolul a afisat un continut mai mic de 1%.

450000 .‘(’,‘ugr—‘“ﬁi_ll})_é 34 i

500002 L/ d’gIUCog,'d

60 nm, pAU

ntala3

Absorba

Timp, min

Figura 7.2. Analiza HPLC a extractului din coji de ceapa: Peak (1) - quercitina 7,4-diglucozid; Peak (2) -
quercitina 3,4-diglucozid; Peak (3) - quercetina 4-glucozid; Peak (4) -quercitina; Peak (5) - kaempferol
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Probele codificate P1 si P2 care contin peptide cu o masa moleculara mai mica de 10 kDa si
B-LG nativ ca material de incapsulare s-au distins prin rezultate diferite in ceea ce priveste eficienta
incapsularii si constituentii fitochimici. Pulberile obtinute prin liofilizare au prezentat diferite rezultate
pentru eficienta incapsularii, in functie de masa moleculara. Prin urmare, valorile eficientei
incapsularii au fost 43,77 + 0,78% pentru P1 si 61,07 + 1,07% pentru P2. Cea mai mare capacitate
de a incapsula flavonoide din extractul de coji de ceapa a fost dat de B-LG sia scazut cu dimensiunea
lantului polipeptidic. Eficienta incapsularii a depins de compozitia biopolimerilor a variat de la 55,95
+ 0,44% la 66,46 + 0,18%, in functie de raportul maltodextrina: pectina.

Tabelul 7.2. Profilul fitochimic al extractului si pulberilor obtinute prin incapsularea flavonoidelor in diferite
materiale: peptide obtinute prin hidroliza B-lactoglobulinei prin termolizing si B-lactoglobulina

Compusi fitochimici Extract P1 P2

TFC, mg EQ/g SU | 228,68+3,05° 339,64+2,70% 329,57+4,10°
TPC, mg EAG/g SU | 96,06+2,70° 188,26+7,137 174,66+1,29°

AA, mM Trolox/g SU | 495,89+2 42" 503,54+2,892 495,32+0,99°

Valorile medii care pe acelasi rand nu au o litera in comun (a,b,c) sunt semnificativ diferite, pe baza metodei Tukey si a nivelului de incredere de 95%.

Structura si morfologia pulberilor

Analiza microscopica confocala a fost utilizata pentru a analiza design-ul microstructural al
pulberilor obtinute prin microincapsularea valorilor compusilor bioactivi din cojile de ceapa galbena
folosind B-LG si hidrolizate ca materiale de acoperire. Imaginile confocale pentru pulbere sunt
prezentate in Figura 7.3. Cea mai buna pulbere a fost P2, care a prezentat un aspect microscopic
uniform, avand microsferozomi mici cu diametre cuprinse intre 1-2 um, cu emisie predominant in
domeniul verde (550 nm). Tendinta microsferozomilor de a se agrega in clustere poate fi observata
in Figura 7.3. b. Acest fapt este bine corelat cu rezultatele obtinute in ceea ce priveste eficienta
incapsularii. Cu toate acestea, utilizarea hidrolizatelor B-LG a schimbat evident structura
microparticulelor. Peptidele cu masa moleculara mai mica de 10 kDa (prezentate cu galben) au
determinat aglutinarea compusilor polifenolici si a flavonoidelor, ducand la coacervate mai mari de
20 pym, avand spectrul de emisie transportat in domeniul rosu (630-650 nm) (Figura 7.3. A).

a) b)
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Figura 7.3. Imagini confocale cu microscopie cu scanare laser pe probele obtinute prin
incapsularea flavonoidelor in diferite materiale de incapsulare: peptide obtinute prin hidroliza 3-
lactoglobulinei prin termolizina (a) si B-lactoglobulina (b )

Potentialul antidiabetic

In studiul nostru, eficienta inhibitiei a scazut in urmatoarea ordine P1> P2, iar pulberile au fost
in general mai active impotriva a-glucozidazei decéat a a-amilazei, la concentratia testata (10 mg /
ml). Cel mai mare efect impotriva a-glucozidazei de 44,79 £ 0,58% a fost observat in cazul P1, urmat
de P2 cu 32,76 + 2,08% (Tabelul 8.3). P1 a fost, de asemenea, cea mai eficienta impotriva a-
amilazei, cu o activitate inhibitorie de 5,28 + 0,31%, comparativ cu efectul inhibitor al P2 de 2,24 +
0,79%.

Tabelul 7.3. Efectul pulberilor microincapsulate asupra enzimelor asociate cu metabolismul glucidic
Rezultatele sunt raportate ca efect inhibitor (%)

Enzime P1 P2

a-glucozidaza | 44,79+0,58* 32,76+2,08°

a-amilaza 5,28+0,312  2,24+0,79°

Valorile medii care pe acelasi rand nu au o litera in comun (a,b) sunt semnificativ diferite, pe baza metodei Tukey si a nivelului de incredere de 95%.

Experimentul 2: Microincapsularea extractului de flavonoid in izolat de proteine din zer
reticulat

Extractul flvonoidic din coji de ceapa galbena a fost obtinut prin metoda asistata de
ultrasunete. Microincapsularea a utilizat ca material de acoperire hidrolizatul proteic (Varianta H) si
izolatul proteic din zer (Varianta I). Asa cum se poate oberva din tabelul 7.1, o concentratie mai mare
de compusi biologic activi, respectiv flavonoide (158,16+1,18 mg EQ/ g SU fata de 128,95+1,42 mg
EQ/ g SU) si polifenoli (82,14+4,11 mg AG/g SU fata de 70,51+5,21 mg AG/g SU) , s-a identificat in
varianta H. Probabil, continutul mai scézut de compusi polifenolici din varianta | se datoreaza unei
mai bune incapsulari a acestora in matricea data de izolatul proteic din zer si de o o eliberare in
conditii controlate. Aceastd ipotezd se confirma si de rezultatele obtinute Tn cazul eficientei
incapsularii mai mari pentru varianta |, respectiv 25,01+2,11 % fata de 16,20+£1,82 %. Activitatea
antioxidanta a prezentat o valoare usor mai mare in cazul variantei | (157,48+1,02 mMol Trolox/g SU
fata de 154,51+1,66 mMol Trolox/g SU) datorita existentei hidrolizatului proteic in varianta H, care ar
putea prezenta potential antioxidant. Cu toate acestea, in urma obtinerii rezultatelor din cadrul
acestui experiment si prin comparare cu cele obtinute anterior, pudra nu a fost utilizata ca ingredient
functional.

Tabelul 7.4. Caracteristicile fitochimice ale probelor

CBA H I

TPC (mg EAGI/g SU) 82,144,117 | 70,51%5,218
TFC (mg EQ/ g SU) 158,16+1,18" | 128,95+1,428
AA (mMol TROLOX/ g SU) | 154,51+1,66" | 157,48+1,02*
EE (%) 16,20+1,828  25,01£2,11

Valorile medii care pe acelasi rand nu au o litera in comun (a,b) sunt semnificativ diferite, pe baza metodei Tukey si a nivelului de incredere de 95%.
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7.4.2. Compozite functionale pe baza de coaja de ceapa galbena, hidrolizat de proteine din zer
si poliglucide: detalii privind profilul fitochimic, structura si morfologie, bioaccesibilitate si
efecte prebiotice - Experimentul 3

Hidroliza enzimatica a izolatului proteic din zer

Hidroliza catalizata de proteinaza K a IPZ-ului a fost efectuata pe o duratd de 6 ore.
Extinderea duratei hidrolizei a dus la obtinerea unuihidrolizat foarte amar, din cauza descompunerii
peptidelor mici in timpul eliberarii aminoacizilor. Prin urmare, este foarte important sa se cunoasca
gradul de gidroliza (GH), timpul, enzimele etc. care permit obtinerea unui numar mare de peptide
mici mai putin amare. Tn acest studiu, dupa 6 ore de hidroliza, hidrolizatul proteic obtinut a avut un
GH de 31,20 £ 1,23%. Cu cat GH este mai mare, cu atat este mai mic numarul de peptide cu greutate
moleculara mai mica. Acestea sunt cunoscute ca avand efecte fiziologice Tn corpul uman, asupra
sistemului nervos si asupra sistemului digestiv prin imbunatatirea digestiei, activitatii antihipertensive
si efectului hipocolesterolemiant.

Eficienta incapsularii si caracterizarea pudrelor rezultate

Eficienta incapsularii este unul dintre cei mai importanti parametri pentru a evalua includerea
unui bioactiv in diferite materiale de baza. Eficienta incapsularii flavonoidelor din extractele de piele
de ceapa a fost de 55,95 * 0,44% in varianta 1, 66,46 + 0,18% in varianta 2 si 57,99 * 1,73% in
varianta 3. Varianta 3 a inregistrat o valoare TFC de 101,11 + 0,47 mg EQ / g SU comparabila cu
celelalte variante experimentale, in timp ce continutul total de polifenoli a fost semnificativ mai mare
(69,26 = 1,03 mg EAG / g SU). in consecintd, activitatea antioxidanta a variantei 3 (337,57 + 0,89
mM Trolox / g SU) a fost mai mare in ceea ce priveste variantele 1 si 2. Trebuie remarcat faptul ca
variantele experimentale care contin HP au prezentat o activitate antioxidantd satisfacatoare,
sugerand ca peptidele bioactive din hidrolizatele de zer au contribuit la functionalitatea crescuta a
pulberilor microincapsulate. Cu toate acestea, pe baza eficientei incapsularii si a profilului fitochimic
al pulberilor, este corect sa concluzionam ca o combinatie dintre HP, maltodextrina si pectina, a dus
probabil la formarea particulelor coloidale care au incapsulat cu succes flavonoidele din extractele
de piele de ceapa.

Structura si morfologia pulberilor microincapsulate

Au fost observate placi neregulate sau "fulgi” cu laturi variabile care masurau 36,32 - 42,49
um si cu structura poroasa (microcavitati sau fisuri pe perete) (Figura 7.5.a). In varianta 2, aspectul
morfologic al microparticulelor este predominant filamentos cu lungimi variabile si cu diametrul
cuprins intre 4,41 si 15,19 ym, care se termind in conformatii globulare mari (12,44 - 36,31 um)
(Figura 7.5.b). In varianta 3 (Figura 7.5.c) se observa o configuratie mixta, atat la scara (29,97 - 44,70
pum), cat si sub forma filamentelor (expansiuni in forma de degete sau in forma de ace cu grosimea
de 5,62 pm si lungimea de 73,71 ym) avand capete globulare (aproximativ 6,81 pm diametru).
Imaginile redate cu software-ul ZEN 2012 SP1 Black Edition ale pulberii colorate atat cu DAPI cat si
cu Congo Red au aratat flavonoidele agregate in interiorul matricei formate intre peptidele din zer si
biopolimeri. Lungimile de unda de excitatie pentru cei doi fluorofori, DAPI si Congo Red, au fost de
358 si 497 nm, in timp ce lungimile de unda de emisie au fost de 463 si respectiv 614 nm.

Compusii bioactivi din extractul de coji de ceapa galbena au format grupuri mari si compacte,
asa cum se poate observa in Figura 7.5 (micile particule rosii), distribuite Tn fractiunile de biopolimeri
(colorate in albastru). Quercitina, formeaza microparticule cu diametrul de 1-2 ym, rareori: 5-6 pym,
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care se aglomereaza in clustere stranse impreuna cu sferozomi (10-11 ym diametru) formate din
matricea polizaharidelor. Uneori acesti sferozomi s-au agregat in vezicule mai mari (34,95 pm)
(Figura 7.5. b si c).

Rata de supravietuire a Lactobacillus bifermentans in bulion MRS suplimentat cu flavonoide
microincapsulate a fost analizata, pe parcursul a 21 de zile de depozitare la 4 ° C (Tabelul 3.2). Tn
toate probele, viabilitatea L. bifermentans a inregistrat o scadere scazuta dupa 14 zile. Efectul
stimulant ridicat asupra viabilitatii L. bifermentans a fost observat dupa 14 zile in varianta 2.

Tabelul 7.6. Numarul de celule Lactobacillus bifermentans (log UFC/g) pe parcursul a 21 de zile de

depozitare
Varianta Perioada de depozitare la 4°C
0 7 14 21
Vi 8,47+0,03*® 6,61+0,12%  3,01+0,04*® 1,00+0,00°¢
V2 8,94+0,05** 8,80+0,009** 8,07+0,19°* 5,17+0,01°A
V3 8,91+0,18** 8,73+0,008** 5,75+0,01°° 4,54+0,08°®

Mediile care nu au in comun o litera (a, b, ¢) sunt semnificativ diferite p < 0,001, pe baza metodei Tukey si a gradului de incredere de 95%. Mediile care nu au in comun

o litera (A, B, C) sunt semnificativ diferite p < 0,001, pe baza metodei Tukey si a gradului de incredere de 95%.

Digestibilitatea in vitro a pulberilor microincapsulate

Eliberarea in vitro a flavonoidelor totale din materialele de incapsulare a fost studiata in fluide
gastrice simulate (SGF) si fluide intestinale simulate (SIF). Rezultatele evaluérii in vitro a
digestibilitatii in SGS arata ca materialele de incapsulare selectate au aratat un efect protector asupra
eliberarii de flavonoide, in functie de varianta experimentala (Tabelul 7.7), Variantele 1 si 2 au permis
eliberarea treptata a flavonoidelor din capsule pana la 15% ( varianta 1) si 6% (varianta 2) dupa 120
de minute de digestie. Varianta 3 a prezentat un efect protector maxim, cu o usoara scadere de
maximum 2% dupa 120 de minute de digestie. Prin urmare, se poate aprecia ca microparticulele
acoperite cu maltodextrina, pectina si proteine din zer hidrolizate in raport de 2: 1: 0,5 sunt rezistente
in mediul gastric, protejand astfel compusii flavonoide in timpul traversarii prin stomac. n sucul
intestinal simulat, rezultatele au aratat ca flavonoidele totale maxime sunt eliberate dupa 120 de
minute de afectiuni intestinale simulate in toate variantele, cu o valoare maxima inregistrata pentru
varianta 2 la 27%, varianta 3 la 25% si varianta 1 la 21%%, respectiv.

Tabelul 7.7. Continutul de flavonoide totale dupéa digestia in vitro in sucuri gastrice si duodenale simulate

SGF SIF
Timp
(min) Vi V2 V3 Vi V2 V3
0 79,96+0,63° | 89,15+0,57° | 93,99+0,40% | 82,06+1,89" | 67,42+1,77°  67,50+1,378
30 | 85,35+2,21° | 91,67+1,72% | 92,26+0,10% | 92,38+1,95" | 80,56+0,54° | 81,23+1,61°
60 | 87,81+0,31° | 92,48+0,75%  92,58+0,66% | 94,63+1,10" | 82,79+2,74% | 83,66+1,15°
90 | 89,61+1,90° | 93,59+0,36%  92,65+0,35% | 97,54+1,78" | 87,28+1,63% | 84,08+1,81°
120 | 91,52+1,96% | 94,52+1,20% | 92,40+0,20% | 103,50+2,20* | 92,04+0,858 | 90,59+1,47"

Valorile medii care pe acelasi rand nu au o litera (a,b,c — SGF si A,B,C - SIF) difera semnificativ, pe baza metodei Tukey si a gradului de incredere de 95%
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Test de stabilitate la depozitare

Toate pulberile au fost pastrate la temperatura camerei timp de 28 de zile si au fost
caracterizate pentru TFC si activitate antioxidanta. Pentru TFC, s-a observat un fenomen de eliberare
in variantele 1 si 2, cu aproximativ 19%, respectiv 18%. In varianta 3 s-a constatat o scadere de
aproximativ 18% dupa 28 de zile. Cu toate acestea, in variantele 1 si 2, s-a observat o crestere a
TPC péana la ~ 3% si, respectiv, ~ 15%, in timp ce in varianta 3, TPC creste cu 6% (Tabelul 7.8). Ca
o consecinta a cresterii continutului de TFC, varianta 1 a prezentat o crestere a activitatii antioxidante
(Tabelul 7.8) cu aproximativ 8%. Varianta 3 a prezentat o scadere a activitatii antioxidante, cu
aproximativ 8%.

Tabelul 7.8 Continutul fitochimic al variantelor microincapsulate pe parcursul a 28 de zile de depozitare
Perioada de depozitare (zile)

CBA V1 V2 V3
0 28 0 28 0 28
e 53,53+1,71°¢  63,52+0,08%  57,17+0,23"®  67,30+1,02**  69,26+1,03**  57,12+0,72°C
(mg EQ)/g
TPC 98,12+0,55°¢  101,68+4,84%¢ 103,75+0,57°A 121,21+7,97%* 101,11+0,47°® 107,16+1,09%®
(mg EAG/Q)
AA

280,61+3,08°C 304,92+1,58%* 321,59+1,7728 316,95+8,512* 337,57+0,892* 311,74+2,30P"
(mM Trolox/g)

Valorile medii care nu au o singura literd in comun pe acelasi rand — dependente de timp (a, b) difera semnificativ, p <0,05, pe baza metodei Tukey si a nivelului de
incredere de 95%. Mediile care nu au o singura litera in comun pe acelasi rand — esantioanele dependente (A, B, C) sunt semnificativ diferite p<0,05, pe baza metodei

Tukey si a nivelului de incredere de 95%.

7.4.3. Compozite functionale pe baza de coaja de ceapa galbena in izolat proteic din zer si
poliglucide: detalii_privind profilul fitochimic, structura si_morfologie, bioaccesibilitate si
efecte prebiotice - Experimentul 4

Analiza fitochimica si fizico-chimica a ingredientelor functionale formulate

Analiza fitochimica a ingredientele functionale formulate a presupus determinarea: eficientei
incapsularii, continutului de polifenoli totali, continutului de flavonoide totale si activitatea
antioxidanta. Varianta A a prezentat un continut de polifenoli de 41,09£1,69 mg EAG/g pudra,
varianta B 39,00+1,42 mg EAG/g pudr, iar varianta C 43,97+1,36 mg EAG/g pudra. In ceea ce
priveste continutul de flavonoide totale, cea mai mare concentratie s-a evidentiat in amestecul din
varianta B, 103,54+15,09 mg EQ/g pudra, urmatad de varianta C, 99,15+8,39 mg EQ/g pudra si
varianta A, 97,49+3,19 mg echivalenti quercitina /g pudra. Cea mai mare activitate antioxidanta a
prezentat-o formularea aferenta variantei B (Tabel 7.9).

Tabelul 7.9. Caracteristicile extractului din coji de ceapa galbena

CARACTERISTICA EXTRACT FLAVONOIDIC
Umiditate (%) \ 1,74+0,21
Substanti uscata (%) \ 98,26+0,98
TPC (mg acid galic/g SU) } 55,27+2,47
|

TFC (mg echivalenti quercitina/g SU) 97,28+3,01
AA (mMol trolox/g SU) 344,97+2,68
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Tabelul 7.10. Caracteristicile fizico-chimice si fitochimice ale ingredientele functionale formulate

Caracteristici fizico-chimice si fitochimice A B C

Cenusa, % 9,79+0,08¢ 10,09+0,198 10,51+0,014

Umiditate, % 4,53+0,03* 4,54+0,09* 4,55+0,06*

Substante proteice, % 22,6+0,001¢ | 27,9+0,0128 28,4+0,174

Glucide, % 63,08+0,12* 54,47+0,9° 56,54+0,248

Valoarea energetica, kcal la 100 g 351,28 337,71 348,25

Eficienta incapsularii, % 91,54+0,99" 90,55+1,38* 89,46+1,624

TPC (mg acid galic/g SU) 41,09+1,69% | 39,001,428 | 43,97+1,36*

TFC (mg echivalenti quercitina/g SU) 97,49+3,19" | 103,54+15,09" | 99,15+8,39*
AA (mmol trolox/g SU) 130,94+4,57¢ | 147,75+4,33* | 141,04+1,64°

Valorile suprascriptelor din acelasi rand cu litere distincte (A,B,C) sunt semnificativ diferite la p < 0,05, pe baza metodei Tukey.

Din Tabelul 7.10 se poate observa ca adaugarea de peptide bioactive derivate din hidroliza
izolatului proteic din zer cu un continut ridicat de peptide bioactive a condus la o crestere a
continutului de proteine in formularile B si C, ceea ce a contribuit, de asemenea, la cresterea activitatii
antioxidante generale. a formularilor functionale aferente. Stabilitatea ingredientelor functionale
formulate a fost verificatd prin pastrare la 25 °C timp de 35 de zile in ceea ce priveste variatia
substantelor fitochimice si a activitatii antioxidante si este prezentata in Tabelul 7.11.

Tabelul 7.11. Variatia continutului de componente fitochimice in ingredientele functionale formulate in timpul
depozitarii la 25 ° C

Perioada de depozitare (zile)

CBA | V1 V2 V3

\ 0 35 0 35 0 35
‘ 97,49+3,19%8 94,5212 463 103,54+1,09%*  87,14+0,68"  99,15+1,39*®  87,65x2,98"
\ 41,09+1,69%8 38,79+2,06* 39,00+1,42%®  33,35+0,59°®  43,97+1,36**  38,31x0,92°

130,94+0,57%A 127,75+1,75% 117,75+4,33%®  114,79+0,70°C  131,04+1,64*" 120,94+1,79"

TFC (mg EQ)/g
TPC (mg EAG/g)
AA (mM Trolox/g) ‘

Valorile medii care nu au o singura litera in comun pe acelasi rand — dependent de timp — 0 vs. 35 de zile (a, b) difera semnificativ, pe baza metodei
Tukey si a nivelului de incredere de 95%. Valorile medii care nu au o singura literd in comun pe acelasi rand — probe V1 vs. V2 vs. V3, la acelasi timp (A, B,

C) sunt semnificativ diferite, pe baza metodei Tukey si a gradului de incredere de 95% nivel.

O scadere a continutului de polifenoli totali in toate variantele experimentale, intre 5 si 15%,
se poate observa din Tabelul 7.11, care indica o stabilitate relativ mare la depozitare a compusilor
polifenalici. In ceea ce priveste continutul total de flavonoide, o stabilitate mai mare a continutului
total de flavonoide in varianta V1, care nu contine hidrolizat proteic, se poate observa in Tabelul
7.11. Scaderea continutului de flavonoide este de 11-15% pentru variantele V2 si V3. Dupa cum era
de asteptat, reducerea continutului de compusi biologic activi a dus la o scadere a activitatii
antioxidante la depozitarea ingredientelor functionale formulate.

Caracterizarea ingredientelor din punct de vedere al potentialului prebiotic

Variantele experimentale ale ingredientele functionale formulate au fost utilizate pentru
testarea efectului fiziologic asupra activitati metabolice a celulelor de Lactobacillus casei ssp.
paracasei, pudrele fiind addugate ih mediul de cultura specific, MRS lichid, in proportie de 0,5% si
2%. Cultivarea s-a realizat la temperatura de 37°C, timp de 48 de ore, in conditii de aerobioza. in
mediul fermentat pastrat, timp de 14 de zile, la temperatura de 4°C s-a determinat viabilitatea
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celulelor de L. casei prin numarare indirecta (ISO 8261 IDF122:2001), prin cultivare pe mediul MRS
agar cu 1% CaCOg, timp de 48 ore, la temperatura de 37°C. Numarul de celule viabile s-a exprimat
n log ufc/mL mediu fermentat.
Tabelul 7.12. Viabilitatea celulelor de L. casei 431® (log ufc/mL) la cultivarea pe mediul MRS suplimentat cu
0,5% ingredientele functionale formulate
Perioada de depozitare A B C
(zile)

0 | 8,17+0,18** 8,2240,07*" 8,25+0,15*
7 | 7,12+0,11°®  7,36x0,01*®  7,06+0,07°®
14 \ 5,30+0,14°¢ 5,30+0,11°°¢ 5,60+0,13%¢

)

Valorile medii care nu au o litera in comun pe acelasi rand (a, b, c) si aceeasi coloana (A, B, C) sunt semnificativ diferite p <0,05, pe baza metodei Tukey si

a nivelului de Tncredere de 95%.

Tabelul 7.13. Viabilitatea celulelor de L. casei 431® (log ufc/mL) la cultivarea pe mediu MRS suplimentat cu
2% ingredientele functionale formulate
Perioada de depozitare A B C
(zile)

0 \ 7,68+0,15* 7,35+0,11°" 7,61+0,15%
7 \ 7,04+0,11%® 6,48+0,14°® 6,70+0,11°8
14 \ 5,63+0,09°° 6,00+0,17°¢ 6,24+0,132¢

)

Valorile medii care nu au o literd in comun pe acelasi rand (a, b, c) si aceeasi coloana (A, B, C) sunt semnificativ diferite p <0,05, pe baza metodei Tukey si

a nivelului de Tncredere de 95%.

Rezultatele demonstreaza eficienta ingredientelor functionale formulate asupra mentinerii
viabilitatii bacteriilor lactice. Concentratia mai mare de ingrediente functionale formulate (2%) avand
un efect benefic, comparativ cu concentratia mai redusa (0,5%), cu grade de reducere a vibilitatii
dupa 14 zile de pastrare in conditii de refrigerare, de 1,36 (V1) si respectiv 1,22 (V2 si V3).

Aplicatii ale ingredientelor functionale formulate pentru obtinerea biscuitilor aperitiv

Datorita cresterii gradului de constientizare a consumatorilor si dezvoltarii unui stil de viata si
a unei diete sanatoase, piata componentelor si alimentelor bioactive s-a extins masiv. in timpul
pregatirii si pastrarii alimentelor, este inca dificil s& se garanteze functionalitatea si disponibilitatea
componentelor bioactive. In acest studiu, a fost elaborata o reteta de biscuiti cu valoare addugata
pentru a le creste caracteristicile functionale si senzoriale. Au fost studiate componentele bioactive
si caracteristicile organoleptice, dupa cum urmeaza.

Tabelul 7.14. Caracteristicile fitochimice ale biscuitilor aperitiv cu adaos de ingredientele functionale
formulate

Caracteristici M1 Al B1 C1
TPC (mg EAG/g SU) \ 0,00+0,008 0,30+0,03* 0,25+0,04* 0,28+0,11*
TFC (mg EQ/g SU) \ 0,69+0,10° 2,61+0,78* 2,41+0,56* 1,23+0,32B

AA (MMOL TROLOXI/g SU) ‘ 7,67+1,57¢ 16,040,124 15,50+0,218 15,58+0,178

Valorile suprascriptelor din acelasi rand cu litere distincte (A, B, C) difera semnificativ, pe baza metodei Tukey (p < 0,05).

Biscuitii pentru aperitiv cu adaos de ingrediente functionale formulate au prezentat valoare
adaugata in ceea ce priveste continutul de flavonoide totale, compusi polifenolici si activitate
antioxidanta. Rezultatele analizei senzoriale sunt prezentate in Tabelul 7.15.
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Analiza senzoriala a biscuitilor

Analiza senzoriala a fost realizata cu ajutorul a 9 panelisti, cu varste intre 25 si 44 ani,
cercetatori din cadrul facultatii Stiinta si Ingineria Alimentelor (Universitatea ,Dunarea de Jos” din
Galati). S-a utilizat scara hedonica de apreciere prin atribute senzoriale pe o scara dela11a9 (1 -
intensitatea minima a atributului, 9 — intensitatea maxima a atributului). Rezultatele obtinute pentru
caracteristicile fitochimice sunt prezentate in Tabelul 7.15.

Tabelul 7.15. Rezultatele analizei senzoriale ale biscuitilor aperitiv cu adaos de ingredientele functionale

formulate

Caracteristica analizata M A B C
Intensitatea culorii 3,00 7,89 6,66 7,22
Omogenitatea culorii | 3,67 7,33 6,66 6,78
Aspect 5,44 6,67 5,89 6,89
Aroma de condiment 1,67 3,67 4,67 4,56
Gust dulce 2,33 2,55 2,67 3,78
Gust de unt 522 6,00 4,89 6,11
Gust sarat 444 578 6,33 5,67
Mouthfeel 511 6,44 5,44 6,56
Duritate 3,00 3,22 2,67 3,44
Crocanta 2,77 3,00 2,56 3,33
Acceptabilitate 5,22 7,22 6,68 7,67

Toate cele trei variante cu adaos de ingredientele functionale formulate au obtinut un scor
general mai mare comparativ cu proba martor, varianta 3 fiind cel mai bine apreciata de panelisti.

7.5. Concluzii partiale

A. 1n studiul asociat cu primul experiment, peptidele bioactive derivate din B-lactoglobulina sunt
utilizate pentru incapsularea flavonoidelor obtinute din cojile de ceapa galbena. Posibilitatea de
microincapsulare a flavonoidelor din coji de ceapa galbena a fost examinata intre B-lactoglobuling si
hidrolizatele acesteia obtinute folosind termolizina. Influenta peptidelor asupra controlului activitatilor
antioxidante si antidiabetice a fost descoperita printr-o examinare comparativa a ambelor tipuri de
microcapsule. Pulberea care continea 3-LG nativ ca material de acoperire a fost cea mai fina pulbere,
avand microsferozomi mici (1-2 ym), in timp ce peptidele au influentat flavonoidele sa se aglutine,
rezultand coacervate mai mari de 20 um. Rezultatele acestei cercetari pot fi Th concordanta cu ideea
ca B-lactoglobulina impreuna cu peptidele sale ar putea fi utilizate in abordari inovatoare pentru
incapsularea flavonoidelor. Rezultatele acestei cercetari pot fi in concordantd cu ideea ca B-
lactoglobulina Tmpreuna cu peptidele sale ar putea fi utilizate in abordari inovatoare pentru
incapsularea flavonoidelor. Aceste formulari ar putea fi utile pentru a dezvolta nutraceutice ca
alternative la aditivii sintetici, dar sunt necesare studii suplimentare pentru a crea si caracteriza
proprietatile functionale ale acestora inainte de a putea fi utilizate in alimente.

B. Microparticulele pe baza de extract de coaja de ceapa galbena incapsulat in proteina din zer
si proteina din zer reticulat au prezentat un continut ridicat de fitochimice, dar o valoare mai mica de
flavonoide, in ceea ce priveste eficienta incapsularii. Datorita biodisponibilitatii generale scazute a
compusilor polifenolici nativi, rezultatele nu au fost utilizate in continuare pentru alte teste.

C. Flavonoidele din coaja de ceapa au fost incapsulate eficient intr-o matrice complexa bazata
pe diferite proportii de hidrolizate de proteine din zer, maltodextrind si pectina (experimentul 3).
Conform analizei in silico, unele tetrapeptide rezultate din hidroliza a-lactalbuminei si (-
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lactoglobulinei pot fi deosebit de importante datorita functiei lor antimicrobiene si activitatii inhibitoare
a enzimei de conversie a angiotensinei. Toate variantele microincapsulate au avut un continut
important de flavonoide si activitate antioxidantd. Rezultatele au indicat ca raportul
maltodextrina:pectina:hidrolizate de proteine din zer de 2:1:0,4 a aratat o eficienta mai mare de
incapsulare a flavonoidelor de 66,46+0,18%. Digestibilitatea in vitro si stabilitatea la depozitare
confirma importanta tehnicii de microincapsulare asupra compusilor biologic activi. Flavonoidele
incapsulate din cojile de ceapa galbena au potentialul de a fi utilizate ca ingredient alimentar
functional cu efect benefic asupra sanatatii consumatorului sau au un efect prebiotic asupra
bacteriilor lactice.

D. Ingredientele obtinute din maltodextring, pectina si izolat proteic din zer ca materiale de
incapsulare pentru extractele etanolice din cojile de ceapa galbena sunt bogate in compusi biologic
activi, cu o concentratie mare de flavonoide. in plus, ingredientele functionale formulate,
microincapsulate prin liofilizare, contin peptide obtinute prin hidroliza enzimatica a proteinelor din zer,
recunoscute pentru activitatea lor biologica si functionala exceptionald, tradusa in efecte benefice
asupra sistemului imunitar, cardiovascular, nervos si gastrointestinal. Se poate aprecia ca studiul
propus este potrivit atat pentru mentinerea viabilitatii unor bacterii probiotice, cat si pentru adaugarea
ca ingredient in diverse formulari alimentare drept colorant natural, adaugand valoare functionala
prin continutul de compusi biologic activi precum flavonoide si compusi polifenolici cu activitate
antioxidanta ridicata.
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CAPITOLUL 8. PROIECTAREA UNEI METODE ECOLOGICE PENTRU
MICROINCAPSULAREA EXTRACTULUI FLAVONOIDIC DIN COJI DE
CEAPA GALBENA

8.2. OBIECTIVELE STUDIULUI

Obiectivele acestei lucrari au fost de a testa daca un solvent prietenos cu mediu si ieftin ar
putea fi folosit pentru extractia flavonoidelor din cojile de ceapa galbena. Extractul va fi incapsulat
intr-o combinatie de izolate de proteine din zer, hidrolizate de proteine din zer, maltodextrina si
pectina pentru a evalua proprietatile functionale ale pulberii rezultate. Experimentele implica studiul
eficientei de incapsulare a flavonoidelor, continutul de flavonoide, continutul de polifenoli, activitatea
antioxidanta, digestia in vitro si stabilitatea fitochimicelor in diferite intervale de temperatura si pH.

Citocompatibilitatea pulberilor a fost evaluata folosind fibroblaste de soarece pentru a evalua
eliberarea de compusi potential toxici din probele microincapsulate, precum si impactul proliferativ.
Descoperirile acestui studiu pot avea implicatii pentru maximizarea bioactivitatii flavonoidelor din
pielea de ceapa galbena in formularea de combinatii benefice pentru sanatate cu calitati functionale
superioare.

8.4. REZULTATE $I DISCUTII
8.4.1. Caracterizarea extractului din coaja de ceapa galbena si a pudrelor

Prin utilizarea apei fierbinti ca solvent pentru extractia compusilor polifenolici din coji de ceapa
galbena, extractul a prezentat un continut total de flavonoide de 50,21 + 0,09 mg EQ / g SU, un
continut total de polifenoli de 21,68 + 0,69 mg EAG / g SU si o activitate anti-oxidanta de 250,81 +
6,76 mM Trolox / g SU.

Tabelul 8.1. Profilul fitochimic al pulberilor microincapsulate

Variante Eficienta incapsularii, % TFC, mg EQ/g SU TPC, mg EAG/g SU AA, mM Trolox/g SU
w1 \ 76,55+2,62*0 26,91+2,932 21,24+0,572 102,76+0,82°
w2 \ 83,51+1,812 20,75+0,78° 18,57+0,32° 109,28+0,122

Valorile sunt prezentate ca medie * abatere standard. Conform tehnicii Tukey, valorile superscriptului pentru aceeasi coloana care nu au aceeasi litera (a si

b) sunt diferite statistic la p<0,05.

Din datele prezentate in Tabelul 8.1, se poate observa ca microincapsularea in IPZ, MD si P
a extractelor de flavonoidice prin uscare prin congelare a permis o eficientd mai mare de incapsulare
a flavonoidelor de aproximativ 84%, in comparatie cu utilizarea IPZ, MD, WPH si P. Combinatia
biopolimerica a Variantei W1 a permis o mai buna retentie a polifenolilor, in timp ce Varianta W2 a
aratat o concentratie mai mare de flavonoide. Ingredientele liofilizate au un profil fitochimic important,
0 activitate antioxidanta si un efect protector bun, in special in timpul digestiei simulate, facilitand
adaugarea lor in diferite matrici alimentare.

Matricele au fost selectate in ceea ce priveste dezvoltarea unei pulberi mai stabile,
multifunctionale si mai sigure. O scurtd analizéd a lucrarilor anterioare a evidentiat utilizarea
preponderent a proteinei din guma arabica, MD sau IPZ, intr-o singura forma sau in combinatie,
pentru microincapsularea polifenolilor. Selectarea proteinei din zer s-a bazat pe calitatea nutritionala
ridicata si pe proprietatile functionale semnificative ale acesteia. MD este adesea folosit ca material
de acoperire datorita solubilitatii bune Tn apa, vascozitatii reduse si continutului redus de zahar. HP
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sunt considerate o sursa de peptide bioactive pentru alimentele functionale, cu activitate
antibacteriana si antivirala si proprietati antiinflamatorii.

Rezultatele au aratat ca varianta W2 afiseaza un continut mai mic de flavonoide si polifenoli
si o activitate antioxidanta mai mare. Acest lucru ar putea fi posibil datorita influentei peptidelor
bioactive care ar putea prezenta o activitate antioxidanta mai mare si, de asemenea, incapsularea
unor alte clase de polifenoli, care ar putea fi, de asemenea, responsabile pentru activitatea
antioxidanta mai mare. Pulberile au fost testate pentru stabilitatea compusilor fitochimici dupa 30 de
zZile de depozitare la 4 ° C. Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 8.2.

Tabelul 8.2. Stabilitatea fitochimicé in pulberile microincapsulate in timpul depozitarii

Variante TFC, mg EQ/g SU TPC, mg EAG/g SU AA, mM Trolox/g SU
W1 \ 22,350,602 19,560,052 82,23+0,92°
w2 \ 22,74+0,182 18,91+0,18° 86,99+1,152

Valorile sunt prezentate ca medie * abatere standard. Conform tehnicii Tukey, valorile superscriptului pentru aceeasi coloana care nu au aceeasi litera (a si

b) sunt diferite statistic la p<0,05.

Tabelul 8.2 arata ca varianta W2 a avut o stabilitate fitochimica imbunatatita, rezultand o
crestere cu 10% a flavonoidelor, in timp ce varianta W1 a avut o pierdere de 17% in flavonoide. De
asemenea, s-a observat ca polifenolii sunt stabili in varianta W2, in timp ce au scazut cu aproximativ
8% in varianta W1. Activitatea antioxidanta a scazut cu 20% in ambele versiuni.

8.4.2. Design-ul microstructural al pulberilor prin microscopie confocala

Analiza CLSM a celor doua variante de pulberi a prezentat caracteristici importante in ceea
ce priveste morfologia si modelul structural. Imaginile au fost obtinute prin scanare punct cu punct,
la o rezolutie inaltd intr-un cdmp larg cu ajutorul focalizarii digitale, fiind capturate dupa colorarea
probelor (Figura 8.2a; b).

Figura 8.2. . Imagini microscopice confocale obtinute cu software-ul ZEN 2012 SP1 (editia neagra) a
celor doua probe de pulbere obtinute prin incapsularea flavonoidelor extrase din cojile de ceapa galbena din
diferite materiale: Varianta W1 - IPZ: WHP: MD: P - 2: 0,5: 1: 0,5 (a), Varianta W2 - IPZ: MD: P - 2: 1: 0,5 (b)

Flavonoidele reprezintd un grup valoros mare de compusi polifenolici cu o capacitate
antioxidanta ridicata, fiind de origine vegetala, cu peste 4500 de compusi diferiti, care furnizeaza un
spectru variabil de absorbtie-emisie care depinde de fiecare profil biochimic al sursei de extractie.
Prin analiza microscopica confocald, s-a evaluat proiectarea micro-structurala a pulberilor obtinute.
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Prin marcarea fluorescenta a celor doua pulberi colorate fluorescent, s-a putut observa o matrice
bine individualizata formata din microsferozomi foarte mici, plini cu flavonoide si polifenoli, impreuna
cu matricea de microincapsulare. Dintre cele doua pulberi obtinute, dupa cum se poate observa din
Figura 5.1, din punct de vedere structural, cea mai fina pulbere a fost varianta 1 (Figura 5.1a), care
a prezentat un aspect microscopic destul de uniform sub forma de microsferozomi foarte mici cu
diametre mai mici de 2 ym, emitdnd in jurul valorii de 550 nm, in timp ce pentru varianta 2,
microsferozomii observati au prezentat tendinta de a se aglomera in grupuri mai matri.

8.4.3. Digestibilitatea in vitro a flavonoidelor

In acest studiu s-a observat comportamentul in vitro al flavonoidelor microincapsulate in
conditii gastrice simulate (SGS) si intestinale (SIF). O stabilitate semnificativa a flavonoidelor a fost
remarcata in SGS (Figura 8.3 a) pentru ambele variante, cu o usoara crestere a flavonoidelor, pana
la aproximativ 1% Tn varianta W2. Prin urmare, se poate afirma ca flavonoidele au fost protejate cu
succes prin intermediul materialelor de acoperire selectate.
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Figura 8.3. Eliberarea flavonoidelor (%) dupa digestia in vitro in sucurile gastrice (a) sSi
intestinale (b) simulate.

Nu s-au detectat flavonoide Tn varianta W1 in SIS, sugerand o posibila capacitate maxima de
absorbtie. in varianta W2, rezultatele au indicat ci flavonoidele totale au fost eliberate pe o durata
de 120 de minute in conditiile simulate intestinale, cu o valoare maxima inregistrata de 11%.

8.4.4. Citotoxicitatea in vitro a pulberilor microincapsulate

Posibila prezenta si eliberare a oricaror compusi toxici din pudre si viabilitatea celulara au fost
analizate in cultura de celule fibroblaste L929 prin testare NR. Rezultatele au aratat ca extractele de
ceapa microincapsulate nu au prezentat un efect citotoxic in domeniul concentratiilor testate, dupa
24 ore si 48 ore de cultivare (> 80% viabilitate celulara) (Figura 8.4).
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Figura 8.4. Viabilitatea celulara a fibroblastelor L929 cultivate in prezenta extractelor de coji de ceapa
galbenad microincapsulate (varianta W1 (A) si varianta W2 (B) timp de 24 h si respectiv 48 h, determinate prin
testul NR. Rezultatele au fost exprimate im procent raportate la cultura martor (netratata), considerata ca
avand 100% viabilitate. Valorile reprezintd media + SD (n = 3). * p <0,05, comparativ cu controlul.

Valorile viabilitatii celulare s-au situat intre 81% -113% pentru varianta W1 si 87% -125%
pentru varianta W2 si au scazut prin cresterea concentratiei de pudra. Aceste date indica faptul ca
citocompatibilitatea variantelor microincapsulate este de pana la 1 mg / ml. Mai mult, concentratiile
intre 10-100 pg / mL pentru varianta 1 si 10-250 pg / mL pentru varianta W2 au stimulat proliferarea
celulara dupa 24 de ore de cultivare, in contrast cu cultura martor, cu cele mai mari valori pentru
varianta 2. O usoara scadere a viabilitatii celulare a fost inregistrata pentru concentratii mai mari de
750-1000 pg / mL pentru varianta 1 si 1000 pug / mL pentru varianta W2, pana la 80% si, respectiv,
87%.

Examinarea morfologiei celulare a fost corelata cu datele cantitative NR (Figura 3.7).
Imaginile au aratat ca celulele tratate cu pudre microincapsulate si-au mentinut fenotipul fusiform
normal, caracteristic pentru celulele fibroblaste, similar culturii netratate.
"\\.o’«"”i‘ o e )

A"-' > 0‘2

Figura 8.5. Micrograf0069ce ale celulelor L929 tratate cu variante microincapsulate de extracte de
Coji de ceapa galbena timp de 48 de ore
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Distributia celulara pe placa de culturd a fost uniforma, in timp ce densitatea a fost
comparabila cu cea a culturii netratate. La concentratii cuprinse intre 10-100 pg / ml, s-a observat o
densitate celularda mai mare decat cea a martorului. Cand s-au adaugat concentratii mai mari de
pulberi, densitatea celulei a scazut in placile de cultura.

8.4.5. Stabilitatea pudrelor la variatii de temperatura si pH

Pentru a utiliza pulberile ca ingrediente functionale, este important sa investigam
comportamentul termic si la pH al compusilor bioactivi intr-un sistem simulat, datorita faptului ca
multe alimente functionale care contin compusi bioactivi susceptibili degradarii sunt de obicei supuse
tratamentelor termice si variatiilor de pH. Prin urmare, concentratia selectata de pulberi, variind de la
0,1 pana la 0,6%, a fost dizolvata in apa dizolvata si supusa la diferite temperaturi (de la 25 ° C la
100 ° C) timp de 15 minute. Continutul de flavonoide a fost masurat dupa tratamentul termic (Figura.
8.6). Incélzirea a provocat o crestere a continutului de flavonoide, probabil din cauza degradarii
termice a matricelor de microincapsulare si a eliberarii compusilor.
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Figura 8.6. Efectul tratamentului termic asupra flavonoidelor eliberate din pulberile microincapsulate (a)
varianta W1, b) varianta W2)
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Figura 8.7. Efectul pH-ului asupra continutului de flavonoide din pulberile microincapsulate (a) varianta W1,
b) varianta W2)
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Eliberarea flavonoidelor din microcapsule s-a dovedit a fi dependenta de temperatura si
concentratie. In varianta 1, cea mai mare eliberare de aproximativ 14% a fost gasita la 0,1% si 100 °
C, intimp ce in varianta 2, o eliberare semnificativa mai mare de 51% a fost gasita in conditii similare.
Prin urmare, s-ar putea aprecia ca varianta W2 a avut mai putin efect protector atunci cand s-a aplicat
un tratament termic. In ceea ce priveste stabilitatea la diferite valori ale pH-ului, rezultatele sunt
prezentate Tn Figura 3.10. Stabilitatea pH-ului a fost verificata la o valoare constanta pentru perioade
variabile de timp, variind de la 0 la 120 de ore. Din Figura 3.10 se poate observa ca, in general,
continutul de flavonoide a crescut odata cu timpul, pana la 24 de ore si a inceput sa scada incet la
un timp mai lung cu fiecare test, indiferent de varianta microincapsulatd. Cea mai mare crestere a
continutului de flavonoide s-a gasit la pH 2,0, dupa 2 ore, cand s-a constatat o crestere de doua ori
a continutului de flavonoidein varianta W1.

8.5. Concluzii partiale

Extractia compusilor flavonoidici din cojile de ceapa galbena a fost finalizatd cu succes
folosind extractia cu apa fierbinte, permitdnd astfel obtinerea unui extract sigur, imbogatit in
flavonoide. Rezultatele obtinute au permis sa se concluzioneze ca extractia in apa fierbinte a
flavonoidelor din coaja de ceapa galbena poate fi utilizatd ca solvent alternativ pentru extractia
selectivd a compusilor flavonoidici. . Extractul apos a fost microincapsulat cu succes in matrici
biopolimerice, pe baza de proteine, peptide si carbohidrati complecsi, cu o eficienta de peste 76%.
Pulberile liofilizate au prezentat un continut fitochimic bun si activitate antioxidanta, in timp ce
matricele de microincapsulare selectate au oferit un efect protector in timpul digestiei simulate.
Analiza CLSM a aratat ca structura microscopica a pulberilor obtinute prin cele doua variante de
microincapsulare a fost distribuita uniform. S-a gasit un interval semnificativ de citocompatibilitate,
pana la 1 mg/mL, in timp ce la concentratii mai mici, pulberile au stimulat proliferarea celulara.
Pulberile au prezentat o stabilitate termica si pH acceptabila, ceea ce favorizeaza adaugarea lor in
diferite matrici alimentare. Rezultatele obtinute demonstreaza ca strategiile prietenoase pentru o
valorificare eficienta a cojilor de ceapa pot fi aplicate in proiectarea ingrediente multifunctionale
pentru aplicatii alimentare, biofarmaceutice sau nutraceutice.
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CAPITOLUL 9. CO-MICROENCAPSULARE A FLAVONOIDELOR DIN PIEI
DE CEAPA GALBENA SI DIFERITE TULINI DE BACTERII LACTICE

9.2. OBIECTIVELE STUDIULUI

In acest studiu, a fost determinat un profil de flavonoide co-microincapsulate din extract de
coaja de ceapa galbena si bacterii lactice. Pulberile microincapsulate au fost obtinute prin liofilizare,
folosind izolat proteic din zer, maltodextrina si inulina ca materiale de acoperire. De asemenea, a fost
examinat potentialul compusilor polifenolici impotriva radicalilor liberi nocivi si a enzimelor implicate
in hiperglicemie, dislipidemie, stres oxidativ si procesul inflamator asociat cu sindromul metabolic.

Concentratiile totale de polifenoli (TPC) si flavonoide totale (TFC) au fost masurate in pulbere
pentru a evalua activitatea antioxidanta. Efectul inhibitor al pulberii asupra lipazei, a-amilazei si
lipoxigenazei a fost, de asemenea, testat pentru a testa activitatea biologica. Viabilitatea celulara,
proliferarea si morfologia au fost testate in prezenta pulberii co-microincapsulate pentru a determina
biocompatibilitatea in vitro. Au fost testate in prezenta pulberii co-microincapsulate in celulele
fibroblaste pentru a determina biocompatibilitatea in vitro. Valoarea functionala a pulberii a fost
determinata prin incorporarea acesteia in matrici alimentare adecvate, care au fost apoi evaluate
pentru stabilitatea componentelor fitochimice globale Tn raport cu activitatea antioxidanta si
viabilitatea celulelor bacteriene in timpul depozitarii. Aceste descoperiri sunt relevante pentru
utilizarea beneficiilor flavonoidelor si probioticelor in dezvoltarea de noi componente utile cu calitati
functionale imbunatatite.

9.3. MATERIALE $1 METODE

9.3.1. Co-microincapsularea flavonoidelor din coaja de ceapa galbena cu doua tulpini
diferite de bacterii lactice

Tabelul 9.1. Codificarea probelor

Probe Inocul/bacterie probiotica
BO | 20 mL ap4 ultrapura sterild
LB \ 20 mL suspensie Lactobacillus bifermentans
LP \ 20 mL suspensie Lactobacillus plantarum

BP \ 20 mL suspensie Lactobacillus bifermentans + Lactobacillus plantarum (1:1)
9.4. REZULTATE $I DISCUTII
9.4.1. Caracterizarea extractului si pulberilor de coji de ceapa galbena

Tabelul 9.2 prezinta profilul fitochimic al extractului apos obtinut din cojile de ceapa galbena.

Tabelul 9.2. Caracteristicile fitochimice ale extractului din coji de cepa galbena

Caracteristici Extract
TFC (mg EAG/g) | 50,21:0,10
TFC (mg EQ/g) | 21,68+0,69

AA (mMol Trolox/g) | 250,81+6,76

Din Tabelul 9.2 se poate observa ca extractul de flavonoid din cojile de ceapa galbena a avut
un continut ridicat de polifenoli si flavonoide, ceea ce a condus la o activitate antioxidanta
semnificativa.
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9.4.2. Profilul fitochimic al pulberilor microincapsulate

MILEA STEFANIA-ADELINA

Tabelul 9.3. Profilul fitochimic al pulberilor microincapsulate

Analyses BO LB LP BP
EE (%) 89,21+1,99% 92,23+1,14* 93,31+0,89% 91,32+2,56*
TPC (mg EAG/g SU) 16,42+0,06° 17,40+0,83" 17,73+1,59° 18,40+0,68"
TFC (mg EQ/ g SU) 17,35+1,972 15,06+0,68° 16,66+1,42% 16,43+1,18"
AA (mMol Trolox/g SU) | 84,74+2,90° 81,03+2,31¢ 84,29+0,55° 91,92+3,73*
EE LAB (%) - 84,18+2,12% 71,2+2,17° 76,63+3,11°8
LAB Viability (UFC/g SU) - 1,94X107¢ 3,6X10™ 2,57X10"®

Valorile suprascriptelor din acelasi rand cu litere distincte (a, b, c) difera semnificativ la p < 0,05, pe baza metodei Tukey.

Asa cum se poate observa din Tabelul 9.3, nu exista diferente semnificative in ceea ce
priveste profilul fitochimic si eficienta incapsularii flavonoidelor in cele 4 variante experimentale. Se
poate aprecia ca tehnica de co-microincapsulare si materialele utilizate au permis obtinerea unor
variante de pudre cu un continut ridicat de compusi biologic activi si bacterii lactice, cu o eficienta de
incapsulare ridicata. Prin urmare, toate variantele au prezentat valori remarcabile ale activitatii
antioxidante. Diferente semnificative au fost remarcate la eficienta incapsularii bacteriilor lactice, cu
o eficientd mai mare pentru specia Lactobacillus bifermentans.

Tabelul 9.4. Caracteristicile functionale ale ingredientelor formulate dupd 30 de zile de depozitare

CBA BO LB LP BP
TPC (mg EAG/g SU) | 15,5240,60° 12,89+0,38° 15,03+0,53% | 14,330,512
TFC (mg EQ/g SU) | 15,69+2,26° 14,40+0,38% 15,93+0,61% | 10,32+0,76"
AA (mMol Trolox/g SU) | 83,90+0,76° 80,18+0,86° 81,29+0,58° | 88,86+0,782
Viabilitate (UFC/g SU) - 1,90x107 1,87x10°%¢ 2,56x107@

Valorile suprascriptelor din acelasi rand cu litere distincte (a,b,c) difera semnificativ la p < 0,05, pe baza metodei Tukey.

Depozitarea la 4-6°C timp de 30 de zile a dus la scaderea continutului de compusi biologic
activi, in special in proba BO, pentru continutul total de polifenoli (cu aproximativ 26%) si in proba
BP, pentru continutul total de flavonoide (circa 37 %). Toate probele au pastrat activitate antioxidanta,
peste 80 mM Trolox/g SU. Proba codificata LP a aratat o reducere cu 1 log a numarului de bacterii
lactice la depozitare, in timp ce probele LB si BP au aratat o viabilitate de 100%. Rezultatele obtinute
in depozitarea controlata timp de 30 de zile sugereaza ca ingredientele multifunctionale rezultate in
urma co-microincapsularii au un potential remarcabil de utilizare n sistemele alimentare, atat ca
antioxidant, cat si probiotic, dar si pentru dezvoltarea nutraceuticelor.

9.4.3. Citotoxicitatea in vitro a probelor microincapsulate

Rezultatele evaluarii biocampatibilitatii in vitro (figura 9.1 ) au demonstrat ca toate variantele
realizate au fost biocompatibile deoarece, comparativ cu proba martor (celule in mediul de cultura,
fara produse), celulele cultivate in prezenta ingredientelor functionalizate au prezentat valori ridicate
ale viabilitatii si proliferarii, iar morfologia lor in cultura a fost normala, caracteristica fenotipului
celulelor fibroblaste.

Proba BP — a fost biocompatibila pe domeniul 10-1000 pg/mL dupa 24 h de cultivare si pe
domeniul 10-1000 ug/mL dupa 48 h de cultivare. Proba B+P a stimulat proliferarea celulara la
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concentratii de 10-250 ug/mL chiar dupa 24 h de cultivare, dar si pe domeniul 10-250 pg/mL dupa
48 h de cultivare. Valorile de viabilitate celulara au fost semnificativ mai mari comparativ cu martorul
netratat, ajungand pana la 123% la 24 h de cultivare si 107% dupa 48 h de cultivare .
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Figura 9.1. Viabilitatea celulelor fibroblaste cultivate in prezenta ingredientelor multifunctionale timp de 24 de
ore, respectiv, 48 de ore

9.4.4. Testarea ingredientelor co-microincapsulate in sistem alimentar

Cele patru variante experimentale de ingrediente multifunctionale au fost adaugate, in
proportie de 1% in sosuri pe baza de iaurt, pentru care s-au testat: profilul fitochimic si lactic initial si
stabilitatea la depozitare, ludnd in considerare o perioada de valabilitate medie de 21 de zile. Sosurile
au fost depozitate in sticle cu protectie UV si depozitate pentru perioada mentionata la 4-6°C.
Sosurile derivate au pastrat sistemul de codificare aferent ingredientelor, adaugandu-se litera S
pentru a se evita confuziile. Rezultatele obtinute initial si dupa 21 de zile de depozitare sunt
prezentate in Tabelele 9.5 si 9.6.

Tabelul 9.5. Caracteristicile fitochimice si probiotice ale sosurilor cu valoare addugaté

Caracteristici SBO SB SP SBP
TPC (mg EAG/g SU) 4,89+0,08° 5,72+0,54> 5,86+0,36° | 7,22+0,672
TFC (mg EQ/ g SU) 1,52+0,32° 2,14+0,22%° 2,31+0,73% | 2,29+0,112
AA (mMol Trolox/g SU) 9,09+0,25° 14,91+0,45° 15,00+0,35" | 17,42+0,382
Viability of LAB (CFU/g SU) - 1,87x107 1,67x108 2,30x107

Valorile suprascriptelor din acelasi rand cu litere distincte (a,b,c) difera semnificativ la p < 0,05, pe baza metodei Tukey.

Din Tabelul 9.5, se remarca faptul ca probele cu bacterii lactice au prezentat un continut mai
mare de compusi biologic activi si activitate antioxidanta mai mare.
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Tabelul 9.6. Caracteristicile functionale ale sosurilor cu valoare addugata, dupéd 21 de zile de depozitare
Caracteristici SBO SB SP SBP
TPC (mg EAG/g SU) 4.15+0.31° 6.26+0.35%  5.59+0.502 | 6.10+0.272
TFC (mg EQ/ g SU) 2.54+0.43% 2.74+0.25%  2.78+0.42% | 2.97+0.462
AA (mMol Trolox/g SU) | 6.32+0.14° 11.41+1.11% 12.79+1.362 | 13.29+0.35%

Viability of lab (CFU/g SU) - 1.77x10° 1.10x10° 1.01x10°

Valorile suprascriptelor din acelasi rand cu litere distincte (a,b) difera semnificativ la p < 0,05, pe baza metodei Tukey.

Din Tabelul 9.6, se poate observa ca in timpul depozitarii, ingredientele multifunctionale au
prezentat un profil stabil, cu o cinetica de eliberare nesemnificativa a flavonoidelor din microcapsule
si 0 scadere cu aproximativ 1 log a numarului de bacterii lactice.

9.4.5.Caracterizarea fitochimica a extractului si pudrei co-microincapsulate cu
Lactobacillus casei
Extractul si caracterizarea fitochimica globala a pudrei sunt prezentate in tabelul 4.24.
Extractul din coji de ceapa galbena a prezentat un TFC de 229,14 + 3,05 mg echivalenti de quercetina
(EQ) / g greutate uscata (SU), un TPC de 96,06 + 2,70 mg echivalenti de acid galic ( EAG)/g SU si
o activitate antioxidanta a 101,19 + 0,53 mM Trolox / g SU.
Tabelul 9.7. Caracterizarea fitochimica a extractului si pudrei

Compusi fitochimici Extract Pudra

TFC,mgEQ/SU | 25914 +3058 8949 +4,12D
TPC,mg EAG/gSU | 9506 +270@8 3417+179D
AA, mM Trolox/g SU | 10119405328 3927 +045 D

EE, % - 84,82 £ 0,72%

EE LAB, % - 72,49+ 0,11

Valorile medii care nu au aceeasi literd superscript (a, b) diferd semnificativ.

Eficienta de incapsulare a bacteriilor lactice n pulberea liofilizata a fost de 72,49 + 0,11%.
Profilul fitochimic global al pulberii a aratat un continut de TFC de 89,49 + 4,12 mg EQ /g SU si TPC
de 34,17 + 1,79 mg EAG / g SU, cu o capacitate de eliminare a radicalilor DPPH de 39,27 £ 0,45 mM
Trolox / g SU, cu o inhibare de 87,40 £ 0,95% (Tabelul 9.7).

9.4.6. Solubilitatea si higroscopicitatea pulberii co-microincapsulate

in studiul de fata, pulberea co-microincapsulata a prezentat un indice de solubilitate in apa
de 65,07 = 1,24%. Acest rezultat poate fi atribuit tehnicii de microincapsulare care consta intr-o
amestecare timp de 20 de ore si, de asemenea, complexitatii materialului de incapsulare. Rezultatul
observat poate fi, de asemenea, corelat cu distributia marimii particulelor. Din fericire, solubilitatea
finald depinde in mare parte de compozitia produsului alimentar final, care ar oferi in cele din urma
o mai buna disponibilitate a suprafetei pentru procesul de hidratare.
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9.4.7. Stabilitatea flavonoidelor in conditii gastrointestinale simulate

Rezultatele obtinute pentru digestibilitatea in vitro sub fluide gastrice simulate (SGF) si
intestinale (SIF) arata ca materialele de acoperire au prezentat un efect protector asupra eliberarii
flavonoidelor. Proba a prezentat o scadere nesemnificativa (Figura 9.3) a flavonoidelor din lichidele
gastrice cu aproximativ 3% dupa 120 de minute de interactiune gastrica, ceea ce inseamna ca
aproape toti compusii bioactivi raméan incapsulati.
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Figura 9.3. Eliberarea totala a flavonoidelor din pulberea co-microincapsulata in timpul digestiei in vitro in
sucurile gastrice si intestinale simulate. Datele afisate reprezintd mediile probelor in trei exemplare. Barele
de eroare de pe diagrama reprezinta abaterile standard.

Pe de alta parte, concentratia de flavonoide a crescut cu 15% in tractul intestinal, evidentiind
o eliberare din matricea incapsulata, urmata de o scadere cu aproximativ 15% la sfarsitul reactiei,
sugerand ca 85% din flavonoide sunt disponibile dupa intregul proces de digestie.

9.4.8 Potentialul antidiabetic si antiinflamator
Potentialul de inhibitie asupra a-amilazei, lipazei si lipoxigenazei

Un rezultat al raportului de inhibitie de 76,40 + 2,30% obtinut in acest studiu demonstreaza
ca proba poate fi luata in considerare pentru potentialul antidiabetic. Sursele de antioxidanti naturali
pot fi studiate pentru inhibitia lipazei pentru a Thlocui medicamentele. Tn acest context, pulberea co-
microincapsulata a prezentat o activitate inhibitorie de 82,58 + 3,36 Efectul pulberii microincapsulate
a fost testat impotriva unei enzime proinflamatorii, si anume lipoxigenaza. Pulberea a prezentat o
rata de inhibitie de 49,01 + 0,62%.

9.4.9. Citotoxicitatea in vitro a pulberilor microincapsulate

Eliberarea unor posibili compusi toxici din extracte naturale si viabilitatea celularad au fost
evaluate in cultura de celule fibroblaste L929 prin test NR. Rezultatele au aratat ca extractul de ceapa
galbena nu a prezentat efect citotoxic pana la concentratiile testate de 500 pg/mL, dupa 24 de ore si
pana la 250 pg/mL dupa 48 de ore de cultivare (>80% viabilitate celulara) (Fig. 2) . Valorile viabilitatii
celulare au variat intre 70,9% -116,7% pentru extractul de ceapa si au scazut odata cu cresterea
concentratiei. O scadere moderata a viabilitatii celulare a fost inregistrata pentru concentratii mai
mari de 750-1000 pg/mL dupa 24 de ore si pentru 500-1000 pg/mL dupa 48 de ore de tratament.
Aceste date ilustreaza citocompatibilitatea pulberii de ceapa pana la 50 ug/mL. in plus, concentratiile
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de extract de ceapa in intervalul 10-100 pg/mL au stimulat proliferarea celulara dupa 24 si 48 de ore
de cultivare, comparativ cu cultura martor.
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Figura 9.4. Viabilitatea celulara a fibroblastelor L929 cultivate in prezenta extractelor vegetale de ceapa timp
de 24 ore si respectiv 48 ore, determinata prin testul NR
Rezultatele au fost exprimate ca procent faté de cultura martor (netratata), considerata 100% viabila.
Valorile reprezinta media £ SD (n = 3). p < 0,05, comparativ cu proba martor.
Observatiile legate de morfologia celulara au fost in conformitate cu datele cantitative

NR(Figura 3.18).
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Figura 9.5. Micrografii ale celulelor L929 tratate cu extracte de ceapa timp de 48 de ore

Din imagini, se poate observa ca celulele tratate cu pulberea co-microincapsulata sunt
similare cu celulele de cultura martor, pastrandu-si fenotipul fusiform normal, caracteristic celulelor
fibroblastice. Tn plus, se observa o distributie omogena a celulelor pe placa de cultura, cu o densitate
similara culturii de control. La concentratii de 10-100 pg/mL pentru pulbere, densitatea celulara a fost
mai mare in comparatie cu cultura martor. Concentratii mai mari >750 pg/mL ale extractelor vegetale
au scazut moderat densitatea celulara in culturile tratate.
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9.4.10. Caracterizarea produsului alimentar nou formulat

Pentru a-i testa functionalitatea, pulberea a fost adaugata intr-o matrice selectata, in diferite
rapoarte. Au fost realizate 2 variante de crema de branza: varianta C1 (1%) si varianta C2 (2%) si
un blank fara pulbere. Produsele alimentare obtinute au fost analizate din punct de vedere al
stabilitatii compusilor bioactivi si al viabilitatii celulelor bacteriilor lactice timp de 21 de zile, in timpul
depozitarii la 4-6°C. Viabilitatea celulara a LAB co-microincapsulate in timpul depozitarii la 4 -C, a
variat de la 6,66 la 7,51 log CFU/g SU dupa 21 de zile pentru probele C1 si C2. Prin urmare, pentru
proba C, dupa 21 de zile, viabilitatea bacteriilor lactice a scazut cu 0,5 log CFU/g SU in comparatie
cu probele C1 si C2 in care s-a observat o crestere a 1 log CFU/g SU.

Tabelul 9.8. Caracteristicile fitochimice ale probelor
TFC, mg EQ/g SU TPC, mg EAG/g SU AA, mM Trolox/g SU

0 21 days 0 21 days 0 21 days

C1l ‘ 4,81+0,3228  2,75+0,23" 4,68+0,24** 3,06+0,24*® 1,95+0,01® 1,81+0,01°A
Cc2 ‘ 5,87+0,22%A 3,16+0,11°* 5,15+0,29* 3,60+0,14°* 2,01+0,01* 1,83+0,01"*

Valorile suprascriptelor din acelasi rand cu litere distincte (a,b) sunt semnificativ diferite la p < 0,05, pe baza metodei Tukey. Valorile suprascriptelor din

Probe ‘

aceeasi coloana cu litere distincte (A,B) sunt semnificativ diferite la p < 0,05, pe baza metodei Tukey.

9.4.11. Analiza CIELAB

Tabelul 9.9. Parametrii de culoare ai pulberii microincapsulate si a branzei moi

Probe Parametri de culoare
| L* a* b*
Pudra \ 20,33+0,89¢ 15,85+0,13° 10,27+0,13°¢
Martor \ 102,39+0,322 -2,24+0,14¢ 3,93+0,45¢
C1 \ 82,84+5,02° 15,70+0,77° 21,16+1,74°
Cc2 \ 73,61+0,09¢ 20,02+0,12* 25,84+0,052

Valorile suprascriptelor din aceeasi coloana cu litere distincte (a,b,c,d) difera semnificativ la p < 0,05, pe baza metodei Tukey.

9.5. Concluzii partiale

A. Se poate aprecia ca procesul de co-microincapsulare a fost eficient in protectia compusilor
biologic activi si a bacteriilor lactice, ceea ce a condus la valori remarcabile pentru activitatea
antioxidanta si mentinerea viabilitatii bacteriilor lactice, atat in ingredientele formulate, cat si in sosul
pe baza de iaurt, dupa o perioada lunga de pastrare (21 de zile).

B. Rezultatele prezentate in acest studiu sustin multifunctionalitatea ingredientelor co-
microincapsulate, obtinute prin liofilizarea extractului etanolic de coaja de ceapa galbena, bogat in
compusi flavonoidici selectati si bacterii lactice, intr-o combinatie de matrice de co-microincapsulare,
care exploateaza potentialul tehnologic. Tn concluzie, se poate afirma c& ingredientele au prezentat
valori ridicate ale eficientei de incapsulare, atat pentru compusii flavonoidici, cat si pentru bacteriile
lactice, demonstrand dubla functionalitate prin activitatea antioxidantd si metabolica a bacteriilor
lactice.

C. Pentruincapsulare afost utilizat un complex de biopolimer, inclusiv utilizarea izolatului proteic
din zer liofilizat, maltodextrina si inulind cu addugarea de Lactobacillus casei. Pulberea rezultata a
prezentat proprietati remarcabile in ceea ce priveste profilul fitochimic, potentialul antioxidant,
antidiabetic, antiinflamator si citocompatibilitate importanta. Atat flavonoidele, cét si bacteriile lactice
au atins o eficienta ridicatad de incapsulare. Rezultatele obtinute de digestibilitate in vitro au indicat
ca materialul de acoperire a avut un efect protector asupra eliberarii flavonoidelor. Au fost investigate
proprietatile fizice ale pulberii microincapsulate, iar rezultatul poate fi corelat cu stabilitatea lor la
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depozitare. Pentru a testa potentialul functional al alimentelor, pulberea a fost adaugata intr-un
sistem alimentar (branza proaspata). Un efect stimulator asupra viabilitatii bacteriilor lactice a fost
observat dupa 21 de zile in variantele care contin ingredient microincapsulat. In acest studiu a fost
observat un efect sinergic intre bacteriile lactice si polifenoli.

D. Aceste rezultate au confirmat ca pulberile obtinute prin incapsularea flavonoidelor de ceapa
si a bacteriilor lactice au potentialul de a fi folosite pentru a obtine alimente functionale sau
nutraceutice.

44



Compozite functionale alimentare pe baza de coaja de ceapa galbena, peptide si probiotice MILEA STEFANIA-ADELINA

CAPITOLUL 10. CRESTEREA EFICIENTEI MICROINCAPSULARII SI
FUNCTIONALITATII MICROPARTICULELOR PRIN GLICARE

10.2. OBIECTIVELE STUDIULUI

Multi cercetatori au folosit proteina din zer ca material de incapsulare, dar nimeni nu a folosit
izolatul proteic din zer in forma sa glicata cu xilo-oligozaharide ca material de incapsulare pentru
flavonoide. Obiectivul cercetarii actuale a fost de a determina postibilitatea conjugatelor izolatului
proteic din zer de a putea fi utilizate ca materiale de incapsulare pentru flavonoidele extrase din cojile
de ceapa galbena. Flavonoidele au fost extrase folosind o combinatie de tehnici de extractie etanolica
lichid-solid si asistata de ultrasunete. Liofilizarea a fost folosita pentru a crea microcapsulele pe baza
de flavonoide. Pulberile liofilizate au fost evaluate in termeni de eficienta de incapsulare, compozitie
fitochimica, activitate antioxidanta si alti factori folosind izolat proteic din zer si xiloza cu si fara
incalzire. Microscopia confocala de scanare cu laser a fost utilizata pentru a examina caracteristicile
structurale si morfologice ale materialelor. Pentru a determina valoarea adaugata, pulberile au fost
amestecate intr-o reteta pentru un produs alimentar (nachos), apoi caracterizate fitochimic si fizico-
chimic. Concluziile acestui studiu ar putea avea implicatii atdt pentru maximizarea potentialului
bioactiv al substantelor fitochimice, cat si pentru proiectarea de formule cu calitati functionale
imbunatatite.

10.4. REZULTATE SI DISCUTII
10.4.1. Caracterizarea fitochimica a extractului de coaja de ceapa galbena

Metoda asistatd de ultrasunete aplicatd in acest studiu a permis obtinerea unui extract
imbogatit cu compusi bioactivi, care contine flavonoide totale de 228,68+3,00 mg EQ/g SU, un
continut de polifenoli totali de 96,06+2,70 mg EAG/g SU, producénd o activitate antioxidanta de
495,89 + 2,42 mM Trolox / g SU.

10.4.2. Corelatia intre indicele de imbrunare, gradul glicare si eficienta
microincapsularii

Formarea pigmentului maro in pulberile microincapsulate a fost evaluata prin masuratori de
absorbanta la 420 nm si respectiv 600 nm. Asa cum era de asteptat, indicele de imbrunare a fost
mai mare (0,12+0,01) pentru varianta tratata termic (Varianta M2) decéat pentru varianta netratata
(0,09+0,01) (Varianta M1).

-a observat o crestere proportionala intre intensitatea imbrunarii si activitatea antioxidanta a
pulberilor, indicand potentialul antioxidant puternic al variantei glicate datorita procesului de incalzire.
Pulberile au prezentat diferente semnificative in cee ace priveste activitatea antioxidanta (p<0,05),
cu o valoare de 179,7+4,5 mMol TE/g SU pentru M1 si 184,4+0,7 mMol TE/g SU pentru M2. Tn studiul
de fatd, se poate observa o corelatie intre gradul glicare si eficienta incapsularii in ambele variante.
Astfel, s-a observat un grad glicare de 22,6+2,5% si o eficientad de incapsulare de 86,7+1,4% pentru
M1. Au fost estimate valori semnificative mai mari (p <0,05) pentru varianta 2, cu un grad de glicare
de 30,4 £ 1,6% si o eficienta de incapsulare de 90,5 + 0,3%. Prin urmare, se poate aprecia ca acessti
conjugati obtinuti pe baza reactiei Maillard au aratat o capacitate mai mare de a captura si incapsula
flavonoidele din extractul de coaja de ceapa galbena.
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10.4.3. Modelare moleculara

MILEA STEFANIA-ADELINA

Detaliile despre modul in care glicarea proteinelor cu X afecteaza legarea suplimentara a
flavonoidelor au fost colectate prin intermediul abordarii in silico. Siturile potentiale de legare pentru
X au fost prezise atat pentru moleculele a-LA, cat si pentru moleculele B-LG prin efectuarea de
simulari de docking molecular. Cele mai bune trei potriviri care implica a-LA si B-LG ca receptori,
selctate pe baza valorilor energiei de legare si a zonei de interfata au fost analizate in detaliu (Tabelul

10.1).

Tabelul 10.1. Detalii moleculare privind interactiunea dintre principalele proteine din zer (a-lactalbuminéa (a-
LA) si monomerul B-lactoglobulinei (B-LG)) echilibrate la 25°C, xiloza (X) si flavonoidele majore din coaja de
ceapé (quercitin-4'-O-monoglucozid (QMG) si quercitin-3,4-O-diglucozid (QDG)

a-lactalbumin -

a-lactalbumin - xylose oMG a-LA - QDG
Complex 1 Complex 2 Complex 3 Horincar et al. (2019)
Interaction descriptors
1 3 A 10
Amino acids Thr33, Glu*® Thr*s, va®, Glu, Leu™,  Leu’, GIu™, Leu™, GI[CJSI,ulzleuLt,au1rzg ,
interacting with Phe53’ Gln54’ Asn™, GIu™, Asp™, Leu’®,  Lys™, Asp™, Thr”, L 513, Thr38,
acting 103 o104 Phe®3, GIn>4, Thr®, Leu®,  Leu®, Leu®, Thr®, Y 52 A 83
ligands Tyri03, Trplo4, Leu®?, Asp®3,

Leu105 A|a106

Tyr1°3, Trplo"',

Thre8, 11e®,

Asp®8, 11e8°, Met®°,

Leu®®, Thrse,

105 106 90 93 93
Leu™, Ala Met™, Lys Lys Asp®, 1%
Binding energy, -13.00 -10.52 7.48 24.41 -32.01
kcal/mol
'”te”a}i‘f area, 153.5 147.5 150.8 625.20 541.20
Pocket descriptors
Volume, A3 339.58 339.58 381.50 435.84
Depth, A 15.72 15.72 13.18 13.94
Enclosure 0.16 0.16 0.20 0.30
B-LG - Xyl B-LG - QMG B-LG - QDG
Complex 1 Complex 2 Complex 3 Horincar et al. (2019)
Interaction descriptors
20 42 23 24
Tyr43, Tyr44, Alazs, Metm, Ala¥, Pro®, Leu®,  Pro®, Leu®,
, , Val®, Glu*, Ala®, Leu™, . ss 60 " ss
Amino acids 59 66 136 137 ) 03 Val*, Leu®®, Lys®, val*, Leu®®,
, : . GIn*, Cys®,  Phe'*, Asp™®/, lle®, Leu™, 71 1184 a5 60 62
interacting with 126 156 140 148 lle’, lle®, Asp®, Lys®, Glu®,
) Pro'?6, Leu'®®, Leu'®, Arg'®®,  Glul®, Alalll,
ligands Ala®, Leu®’, Asn®, Ala®, Lys®, lle™,

G|u157 G|u158
G|n159 CyslGO

149 150
Leu'*, Ser

G|n115 Leu117

Asn®®, Met1%7,
G I u108 Asnlog

Asn®0, Metl%7,
G|u108 Asn109

Hisl6l
Binding energy, -13.37 -16.41 -13.00 -35.05 -34.37
kcal/mol
'”terfaf\f area, 169.1 152.8 157.6 502.10 585.90
Pocket descriptors
Volume, A3 217.15 141.31 137.86 229.70
Depth, A 9.42 7.68 10.16 13.08
Enclosure 0.12 0.19 0.19 0.33
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In plus, acest buzunar amplu cu un volum de 435,8 A3 pare sa fie capabil sa gazduiasca o
molecula X, care se suprapune QMG fara a interfera cu legarea QDG. Oricum, trebuie remarcat
faptul ca a-LA exercita o afinitate mai buna fatd de QMG si QDG (energie de legare de -24,21
kcal/mol si respectiv -32,01 kcal/mol) fatd de X (energie de legare de -7,48 kcal/mol). Pe de alta
parte, molecula B-LG este capabila sa gazduiasca molecula X in trei buzunare diferite cu volume
cuprinse intre 137,86 si 217,15 A (Tabelul 10.1), fara a interfera cu legarea QMG sau QDG (Figura
10.3).

b)

Figura 10.3. Suprapunerea modelelor care prezinta cele mai probabile complexe formate intre (a) a-
lactalbumina si (b) B-lactoglobulina (reprezentaté in albastru in stil surf) si xiloza (reprezentata in portocaliu in
stil lemn dulce —modelele 1 si 2), quercitin-4'-O-monoglucozid (reprezentata cu rosu in stilul lemn dulce) si
quercitin-3,4'-O-diglucozid

B-LG se leaga mai strans de moleculele X in comparatie cu a-LA; energia de legare la X de
catre monomerul B-LG variaza intre -16,41 si -13,00 kcal/mol. In plus, legarea a doua molecule X la
buzunarele B-LG implica legaturi de hidrogen stabilite cu Glu**® in cazul complexului 1 si Met?*, Asp*¥
si Leu® in cazul complexului 2, asa cum este prezentat in Tabelul 10.1.

10.4.4. Profilul fitochimic al pudrelor

Cele doua pudre au prezentat un continut fitochimic diferit, constdnd in continut total de
flavonoide de 97,65+3,74 mg EQ/g SU in M1 si 119,99£1,57 mg EQ/g SU in M2. Continutul total de
polifenolici nu a prezentat diferente semnificative de 45,11 + 0,65 mg EAG/g SU si 46,98 + 1,57 mg
EAG/g SU in M1 si M2, producénd o activitate antioxidanta corespunzatoare de 179,74 + 4,51 mMol
Trolox/g SU si 184,38 mMol/g SU si 184,38 mMol Trolox/g SU, respectiv.

10.4.5. Structura si morfologia pudrelor

Folosind un microscop Carl Zeiss 710 de scanare cu software-ul ZEN 2012 SP1 (Black
Edition), imaginile pulberilor M1 si M2 (Figura 10.4) au fost captate, ambele in stare nativa fara nici
un alt colorant suplimentar adaugat (Figura 10.4 a si c¢) si colorate cu rosu Congo (Figura 10.4 b si,
respectiv d)
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Figura 10.4. Imagini ale probei M1 (a - stare nativa si b - colorate cu fluorofori) si ale probei
M2 (c - stare nativa si d - colorate cu fluorofori) capturate de CLSM

Compusii biologic activi au fost capturati in matricea IPZ-X (cu o autofluorescenta afisata in
albastru). Au putut fi observate mai multe formatiuni solzoase neregulate cu dimensiuni mai mari
pentru V2 (199,6 - 253,3 um), comparativ cu V1 (94,5-104,8 um), probabil datorita conjugatelor IPZ-
X.

10.4.6. Caracterizarea unui produs alimentar nou formulat

Pentru a testa functionalitatea selectata, pulberile au fost adaugate intr-o reteta de nachos in
proportie de 3%. Prin urmare, s-au obtinut 3 variante de nachos conform celor doua variante,
codificate ca N1 (3% din varianta M1 si N2 cu adaos de 3% din varianta M2 si un martor fara pulbere
(C). Produsele alimentare obtinute au fost analizate din punct de vedere al stabilitatii compusilor timp
de 28 de zile, la 25°C. Asa cum era de asteptat, diferentele de compusi polifenolici si activitatea
antioxidantd dintre probe se coreleaza cu cantitatea adaugatéd de pulbere (Tabelul 4.28). Tn timpul
testului de depozitare, nu s-a gasit nicio scadere semnificativa (p> 0,05) in flavonoidele continute in
N1, spre deosebire de N2, unde s-a observat o semnificativa (p <0,05), pana la 9%. Din tabelul 4.28,
se poate observa o crestere semnificativa a valorilor activitatii antioxidante pentru ambele variante,
in timpul depozitarii, probabil datorita eliberarii altor compusi, in afard de flavonoide, precum acizii
fenolici, din microcapsule. Prin urmare, s-a constatat o crestere a activitatii antioxidante in ambele
variante, cu aproximativ 26%.

Tabelul 10.2. Profilul fitochimic al nachos-ului cu valoare addugaté si stabilitatea pe parcursul a 28 de
zile de depozitare

. Martor N1 N2
Compusi
identificati 0 28 0 - 0 08
TFC, mg 0,66+0,022 0,63+0,022 1,040,052 0,99+0,012 1,080,052 0,98+0,04°
EQ/g SU IR OO VAT, I9TU, ,Uot0, ,9810,
TPC, mg 0,73+0,04° 0,750,022 1,240,032 1,22+0,052 1,370,192 1,08+0,0192
EAG/g SU YT plf @Rtk ST, 22TV, 3710, ,08+0,
AA, mMol 156,07+2,57° 197,971,748 157,89+1,41° 199,49+0,812 158,19 +0,48° 198,57+0,352
Trolox/g SU I =D 091, 492U, 19 20, 0710,

Valorile sunt reprezentate ca medie * erori standard. Valorile suprascriptelor din acelasi rand cu litere distincte (a, b) sunt semnificativ diferite la

p < 0,05, pe baza metodei Tukey.

10.5. Concluzii partiale
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in acest studiu, au fost obtinute cu succes microcapsule incarcate cu flavonoide folosind
izolate proteice din zer glicate cu xiloza prin reactia Maillard. Extractul a prezentat un continut
semnificativ de flavonoide si o activitate antioxidanta satisfacatoare. S-au folosit izolate proteice din
zer si xiloza, in forma neglicata si glicata, ca posibili candidati pentru microincapsularea extractului
de coaja de ceapa imbogatit cu flavonoide, prin liofilizare. S-a gasit o corelatie pozitiva intre indicele
de rumenire si activitatea antioxidanta si, consecutiv, intre gradul de glicare si eficienta
microincapsularii. Microscopia confocala de scanare cu laser a confirmat capacitatea mai mare a
izolatelor de proteine din zer-conjugate de xiloza de a capta flavonoidele. Studiile de andocare
moleculard au permis identificarea zonelor potentiale de pe suprafetele de a-lactalbumina si 3-
lactoglobulina implicate in interactiunea cu molecula de xiloza. Pulberea a fost adaugata in nachos
si s-a constatat o usoara scadere a substantelor fitochimice in timpul depozitarii. Cu toate acestea,
activitatea antioxidanta a produselor cu valoare adaugata a crescut, probabil datorita eliberarii altor
substante bioactive din microcapsule. Pe baza rezultatelor, conjugatii de tip proteina-monozaharida
Maillard sunt o alternativa buna pentru purtatori de ingrediente alimentare si metode atractive
promitatoare de livrare.
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CAPITOLUL 11. CONCLUZII FINALE

In ultimii ani, conceptul de a dezvolta un stil de viatd sanatos, bazat pe consumul de produse
cu valoare adaugata, cum ar fi alimente si bauturi, care pot reduce riscul de a dezvolta o anumita
boala, a devenit din ce Tn ce mai cunoscut. Acest studiu se bazeaza pe exploatarea subproduselor
din prelucrarea industriala a legumelor, si anume coji de ceapa galbena, surse bogate in antioxidanti
naturali.

Prezentul studiu a urmarit diversificarea si compararea diferitelor tehnici de extractie privind
continutul de compusi biologic activi din coaja de ceapa. Rezultatele obtinute au relevat ca toate
procedeele (metode conventionale si asistate) reprezintd tehnici adecvate pentru extractia
compusilor biologic activi. Profilul cromatografic al extractelor de coaja de ceapa galbena obtinute
prin diferite tehnici de extractie a relevat prezenta a cinci compusi esentiali, cum ar fi quercetin 7,4-
diglicozid, quercetin 3,4-diglicozid, quercetin 4-glucozid, quercetin si kaempferol. Digestibilitatea in
vitro a extractului a subliniat faptul ca exista o scadere a concentratiei de flavonoide dupa digestia
gastrica, sugerand necesitatea imbunatatirii acestui aspect. Cojile de ceapa pot fi exploatate si
datorita proprietatilor lor fizico-chimice si prezentei acizilor grasi esentiali si a componentelor volatile.

In aceastd lucrare a fost examinata interactiunea peptidelor rezultate din hidroliza -
lactoglobulinei cu termolizina si flavonoidele izolate din cojile de ceapa galbena. Constantele Stern-
Volmer, constantele de legare si numarul situsurilor de legare ar putea fi toate estimate prin stingerea
fluorescentei hidrolizatelor de proteine. Procesul de legare dintre peptide si flavonoide a fost
determinat a fi static, cu legaturi de hidrogen si interactiunile van der Waals actionand ca forte majore
in interactiune. Testele de andocare moleculara au sugerat ca toate peptidele formate din 7 pana la
14 aminoacizi generate de termolizina par sa interactioneze cu flavonoidele primare gasite in cojile
de ceapa. Rezultatele acestor studii ar putea contribui la identificarea de noi molecule bioactive de
legare a ligandului derivate din B-lactoglobulina, care ar avea implicatii biotehnologice si farmaceutice
semnificative.

Incapsularea prin liofilizare a fost metoda utilizata pentru obtinerea ingredientelor functionale.
incapsularea este o tehnica bine stabilita pentru imbunétatirea stabilitatii celulelor si pentru protejarea
compusilor biologic activi. Flavonoidele extrase din coaja de ceapa au fost incapsulate cu succes in
matrici complexe pe baza de hidrolizat de proteine din zer, izolat de proteine din zer, maltodextrina,
pectina, inulind si hidrolizate de proteine din zer in proportii variate, cu sau fara adaos de bacterii
lactice. Peptidele bioactive provenite din B-lactoglobulind au fost apoi utilizate pentru a
microincapsula flavonoidele extrase din cojile de ceapa galbena. Descoperirile valideaza potentialul
B-lactoglobulinei si al peptidelor sale de a fi utilizate ca metoda noua de incapsulare a flavonoidelor.

Maltodextrina, pectina, hidrolizatele de proteine din zer si proteina din zer au fost folosite intr-
o matrice complexa pentru a incapsula cu succes flavonoidele extrase din coaja de ceapa.
Digestibilitatea in vitro a demonstrat un efect protector al flavonoidelor Tn fluidele gastrice simulate,
cu eliberare controlata in partea intestinala. Rezultatele au demonstrat, de asemenea, eficacitatea
ingredientelor functionale asupra mentinerii viabilitatii bacteriilor lactice Lactobacillus bifermentans si
Lactobacillus casei.

O alta cercetare a testat extragerea flavonoidelor din cojile de ceapa galbena folosind un
solvent ecologice si ieftin. Pentru a crea o pulbere mai stabila, functionald si mai sigura, cu o gama
larga de aplicatii, un amestec special de matrici biopolimerice - inclusiv izolat de proteine din zer,
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hidrolizate de proteine din zer, maltodextrina si pectina - a fost dizolvat in extractul apos imbogatit
cu flavonoide. Rezultatele obtinute au concluzionat ca o solutie alternativa pentru extractia precisa a
compusilor vizati este extractia cu apa fierbinte a flavonoidelor din coji de ceapa.

Flavonoidele si probioticele au fost, de asemenea, co-incapsulate prin liofilizare folosind izolat
de proteine din zer, maltodextrina si inulind, cu scopul de a determina un profil de flavonoide co-
microincapsulate din extractul de coaja de ceapa galbena si bacteriile lactice. Pulberile rezultate au
prezentat proprietati remarcabile in ceea ce priveste profilul fitochimic, antioxidant, antidiabetic, anti-
inflamator si, de asemenea, biocompatibilitate semnificativa. S-au obtinut rezultate importante in
ceea ce priveste eficienta incapsularii atat pentru flavonoide, cat si pentru bacteriil lactice.

Izolatul proteic din zer si xiloza au fost testate, sub forma neglicata si glicata, ca posibili
candidati pentru microincapsularea extractului de coaja de ceapa bogat in flavonoide, prin liofilizare.
Conjugatele Maillard sunt o alternativa buna pentru incapsularea ingredientelor alimentare si promit
metode de livrare atractive. Constatarile privind digestibilitatea in vitro au aratat ca materialele de
acoperire au avut un impact protector asupra eliberarii de flavonoide. Analiza confocala a aratat ca
structura pulberilor a fost uniform dispersata si a afisat un model structural. Proprietatile fizice au fost
investigate, iar rezultatul poate fi corelat cu stabilitatea lor la depozitare. Pentru a testa
functionalitatea ingredientelor, pulberile au fost adaugate in sistemele alimentare, care au fost apoi
analizate pentru fitochimie si viabilitatea bacteriilor lactice. Aceste rezultate au confirmat ca
flavonoidele extrase din cojile de ceapa galbena, incapsulate au potentialul de a fi utilizate ca
ingredient alimentar functional cu efect benefic asupra sanatatii consumatorului sau ca avand un
efect prebiotic asupra bacteriilor lactice.

Ingredientele obtinute reprezinta o alternativa viabila la variantele de antioxidanti si coloranti
sintetici si pot avea multiple destinatii Tn mai multe industrii.
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CAPITOLUL 12. CONTRIBUTII PERSONALE $I PERSPECTIVE PENTRU
CONTINUAREA STUDIILOR

Alegerea temei de doctorat ,,Compozite functionale alimentare pe baza de coaja de ceapa
galbena, peptide si probiotice” s-a bazat pe necesitatea inchiderii lanturilor valorice in bioeconomie
prin obtinerea de bioproduse inovatoare solicitate de piata. Principalele obiective ale studiului au fost
utilizarea sustenabila a cojilor de ceapa galbena si dezvoltarea ingredientelor functionale in vederea
obtinerii de produse alimentare cu valoare adaugata (biscuiti, sosuri de salata, branza proaspata si
nachos) cu o concentratie stabild de compusi tinta si caracteristicile senzoriale.

Contributiile originale ale acestei lucrari includ urmatoarele:

> Extractia, identificarea si caracterizarea compusilor biologic activi si a activitatii antioxidante
si identificarea compusilor volatili din coaja de ceapa galbena, o sursa valoroasa si neutilizata de
polifenoli;

> Studiul mecanismului de legare dintre flavonoidele extrase din coji de ceapa galbena si
peptidele derivate din hidroliza proteinelor din zer prin spectroscopie de fluorescenta si modelare
moleculara;

> Studiul comportamentului compusilor fenolici din cojile de ceapa galbena in timpul
digestibilitatii simulate in vitro pentru a creste bioaccesibilitatea;

> Utilizarea ca material de incapsulare si sursa de peptide cu functii biologice a izolatului proteic
din zer si a B-lactoglobulinei;

> Microincapsularea flavonoidelor din extractul de coaja de ceapa galbena in matrici complexe
biopolimerice pe baza de proteine si poliglucide pentru a creste stabilitatea compusilor tinta;

> Co-microincapsularea flavonoidelor extrase din coji de ceapa galbena si bacterii lactice

pentru obtinerea de ingrediente multifunctionale caracterizate din punct de vedere al continutului
fitochimic, activitati biologice, digestibilitate in vitro, biocompatibilitate in vitro si potential prebiotic;

> Dezvoltarea unei metode o ecologice pentru extractia si incapsularea unui extract lichid de
flavonoide din cojile de ceapa galbena;

> Cresterea eficientei de incapsulare a flavonoidelor din cojile de ceapa galbena prin reactia
Maillard intre izolatul proteic din zer si xiloza;

> Dezvoltarea de ingrediente multifunctionale pe baza de compusi biologic activi din coaja de
ceapa galbena, imbogatiti cu peptide si bacterii lactice testate in diferite matrice alimentare pentru
functionalizarea acestora,;

> Dezvoltarea de produse alimentare cu valoare adaugata care contin o concentratie ridicata si
stabila de compusi biologic activi extrasi din coaja de ceapa galbena, probiotice, proteine si
poliglucide.

Perspectivele pentru studii ulterioare deriva din necesitatea valorificarii numeroaselor
subproduse insuficient cunoscute si neutilizate care reprezinta surse bogate de compusi cu efecte
benefice asupra sanatatii. Prin urmare, pot fi luate in considerare urmatoarele:

» Analiza profilului hidrofob al extractului de coaja de ceapa galbena;
> Analiza cojilor de ceapa galbena din perspectiva existentei potentialilor contaminanti fizici si
chimici, metale grele, pesticide, microplastice;
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» Extinderea duratei de valabilitate a pulberilor pentru a obtine cea mai buna stabilitate a
compusilor biologic activi;

» Determinarea profilului fitochimic, a viabilitatii celulare si a profilului colorimetric a
ingredientelor functionale si produselor alimentare cu valoare adaugata, la depozitare
indelungata;

» Testarea potentialului de inhibitie asupra altor enzime;

» Dezvoltarea de noi tehnologii de produse alimentare cu valoare adaugata in vederea
extinderii industriei;

» Valorificarea altor deseuri noi provenite din prelucrarea industriala;
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