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Introducere

Notiunea de ,alimente functionale” isi are originea in Japonia anilor 80 ai secolului trecut si
a fost practicata in multe tari din Asia in efortul de a imbunatati sanatatea generala a populatiei.
In anul 1991 a apérut conceptul de Foods for Specified Health Use (FOSHU), iar in prezent sunt
peste 100 de alimente recunoscute ca fiind FOSHU. Produsele alimentare pot fi considerate
alimente functionale daca, impreuna cu impactul nutritional de baza, au si efecte benefice asupra
uneia sau mai multor functii ale organismului. Ele trebuie sa imbunatateasca starea generala si
fizica si/sau sa scada riscul de evolutie a unei boli. Nu numai producatorii din industria alimentara
ci si industria farmaceutica a devenit interesata de acest domeniu, in consecinta a aparut asa-
numita zona gri, care descrie suprapunerea intereselor industriilor alimentare si farmaceutice.

Avand in vedere interesul semnificativ pentru dezvoltarea alimentelor cu efect terapeutic
pronuntat, ,proiectarea” produselor alimentare functionale a devenit larg raspéandita in practica
mondialda. Astfel de produse, nefind medicamente, au un efect fiziologic pozitiv asupra
organismului uman. Acest efect se datoreaza prezentei fibrelor alimentare, oligozaharidelor,
aminoacizilor, glicozidelor, acizilor organici, fosfolipidelor, acizilor grasi nesaturati, mineralelor,
vitaminelor, antioxidantilor, bifido-bacteriilor, enzimelor de origine vegetala in alimente si este
capabil sa elimine sau sa reduca impactul negativ asupra corpului uman al unor factori reali, cum
ar fi poluarea, stresul precum si alti factori externi. In acelasi timp, pentru functionarea normala a
corpului uman sunt necesare nu numai un aport de vitamine si minerale, adica complexe
vitamino-minerale echilibrate, dar si o gama mai larga de componente alimentare naturale cum
sunt pigmentii naturali, oleorezinele, compusi biologic activi la care organismul uman este adaptat
genetic si care, prin urmare, sunt factori nutritionali si de sanatate. Pentru a pastra sanatatea
umana, produsele alimentare trebuie s& imbunatateasca metabolismul si sa creasca rezistenta
organismului la influentele negative ale mediului. In acest sens, este de actualitate dezvoltarea
de produse specializate cu o compozitie echilibrata, cu efect terapeutic si profilactic, tindnd cont
de nevoile fiziologice ale diferitelor grupe de varsta ale populatiei.

Teza de doctorat intitulatd Valorificarea unor compusi biologic activi din catina prin
dezvoltarea unor produse alimentare cu valoare adaugata aduce contributii originale prin
proiectarea unor produse alimentare suplimentate cu compusi bioactivi din resurse vegetale ale
naturii care au un potential mare si pot fi valorificate de catre omenire. Interesul crescut a
savantilor din intreaga lume asupra valorificarii materialelor vegetale si a extractelor cu substante
biologic activi, vine cu dezvoltarea de alimente sanatoase prin valorificarea acestor compusi
biologic activi. Teza de doctorat evidentiaza potentialul compusilor biologic activi extrasi din catina
cu efecte antioxidante pentru organismul uman si posibilitatea obtinerii de bioingrediente cu functii
si destinatii diverse. Studiul s-a axat pe analiza profilului fitochimic al extractelor din fructe de
catina din care au fost dezvoltate ingrediente sub forma de pudre cu potential antioxidant si cu
putere de colorare ridicata, fiind potentiali inlocuitori ai colorantilor artificiali din industria
alimentara.

La baza realizarii acestei lucrari a stat curiozitatea proprie fatd de compozitia fitochimica
a fructelor de catina, adicd a compusilor lipofili cat si hidrofili din fructul de catina, cat si
posibilitatea de a valorifica potentialul acesteia, prin crearea unor ingrediente care ulterior pot fi
folosite cu preponderenta in industria alimentara. Tinand cont de faptul ca, catina este o planta,
care se adapteaza usor conditiilor meteorologice, climatice si de sol ar fi pacat pentru societate
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sa nu fie valorificata si utilizata in diverse ramuri ale industriilor de prelucrare si nu numai. Natura
ne da posibilitatea de a ne folosi de toate resursele sale, noi oamenii trebuie doar sa le valorificam
fara ai aduce daune.

Principalele obiective stiintifice ale tezei de doctorat sunt:

e Evaluarea profilului fitochimic al extractelor din fructe de catina obtinute prin diferite
tehnici de extractie si corelarea rezultatelor cu activitatea antioxidanta a
extractelor.

e Microincapsularea compusilor biologic activi in diferite matrici din proteine si
poliglucide si obtinerea de ingrediente cu valoare adaugata.

» Caracterizarea ingredientelor obtinute si evaluarea stabilitatii acestora timp de 9
luni de zile.

o Elaborarea si realizarea unei scheme tehnologice pentru obtinerea unui produs cu
valoare adaugatd cu adaos de pudra din extract de catina si caracterizarea
produsului obtinut din punct de vedere fitochimic, fizico-chimic si senzorial.

Teza de doctorat este structurata in doua parti, anume:

i. STUDIU DOCUMENTAR, intitulat "Aspecte teoretice privind functionalitatea
compusilor biologic activi din fructe, frunze si seminte de catina” are trei
capitole in care au fost sistematizate consideratiile teoretice din literatura de
specialitate privind importanta catinii pentru omenire si sanatate, metodele de
extractie si incapsulare cat si aplicatiile ingredientelor obtinute in diferite domenii
precum industria alimentara, furajera si cosmetica.

ii. STUDIUEXPERIMENTAL, intitulat ’Cercetari privind valorificarea compusilor
biologic activi din fructele de catina: Extractie, caracterizare fitochimica,
incapsulare si perspective pentru utilizare in industria alimentara’ cuprinde
3 capitole, in care se regasesc rezultatele obtinute pe parcursul studiului de
doctorat. Rezumatul capitolelor consta in:

Capitolul 4, intitulat Evaluarea comparativa a unor metode de extractie cu solventi
diferiti din perspectiva obtinerii unor extracte bogate in compusi biologic activi din
fructele de catina prezinta rezultatele obtinute folosind diferite metode de extractie, precum si
identificarea si cuantificarea compusilor biologic activi din catina (carotenoide, polifenoli totali Si
flavonoide totale) si a activitatii antioxidante utilizdnd metode spectrofotometrice si tehnici
avansate precum cromatografia in faza lichida (HPLC).

Capitolul 5, intitulat Dezvoltarea unor ingrediente bogate in compusi bioactivi extrasi
cu solventi polari din catina pentru aplicatii in industria alimentara reprezintad rezultatele
obtinute prin incapsularea in diferite matrici a compusilor biologic activi extrasi din catina precum,
carotenoidele si polifenolii, caracterizarea pudrelor obtinute din punct de vedere fitochimic,
structural, colorimetric, al digestibilitatii in vitro si stabilitatii la pastrare a acestora.

Capitolul 6, intitulat Utilizarea unor ingrediente incapsulate pe baza de carotenoide
extrase din catina pentru obtinerea sosului de maioneza cu valoare adaaugata arata
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rezultatele obtinute prin elaborarea tehnologiei de brevetare pentru prepararea sosului de
maioneza cu valoarea adaugata si functionalitate sporitd datoritéd inlocuirii conservantilor si
colorantilor.

Fiecare capitol al studiului experimental include: introducere, obiectivele studiului,
materiale si metode de analiza, rezultate si discutii, concluzii partiale si bibliografie.

Capitolul 7, Concluzii finale prezinta concluziile finale ale experimentelor realizate.

Capitolul 8, Contributii personale si perspective de continuare a studiilor prezinta
contributii personale si viitoare perspective de continuare a tezei.

Capitolul 9, Valorificarea rezultatelor prezinta o lista de publicatii si participari la conferinte
nationale si internationale. Rezultatele cercetarilor au fost diseminate prin publicarea a 3 articole
stiintifice in reviste cotate si indexate ISI (Polymers, The Annals of the University Dunarea de
Jos of Galati Fascicle VI — Food Technology, Inventions), precum si 10 comunicari la manifestari
stiintifice reprezentative pentru domeniul ingineriei produselor alimentare. A fost depus la OSIM
o cerere de brevet de inventie pentru obtinerea unui produs cu valoare adaugata (Sos pe baza
de maioneza cu adaos de pudra din extract de catina microincapsulat).

Teza de doctorat are 163 pagini, in care sunt incluse 44 de figuri, 17 tabele si 3 anexe.
Studiul documentar reprezinta 25%, iar partea experimentala 75%.

Partea experimentala a tezei a fost posibila datorita infrastructurii Centrului Integrat de
Cercetare Expertiza si Transfer Tehnologic (BioAlimentTehnlA) (www.biolaiment.ugal.ro), din
cadrul Facultatii de Stiinta si Ingineria Alimentelor, Universitatea ,Dunarea de Jos” din Galati.

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

— Prof. univ. dr. ing. Gabriela RAPEANU- conducator de doctorat
—  Prof. univ. dr. ing Nicoleta STANCIUC- coordonator stiintific
— Prof. univ. dr. ing. Gabriela Elena BAHRIM- coordonator stiintific

— Prof. univ. dr. ing luliana APRODU- coordonator stiintific


http://www.biolaiment.ugal.ro/
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CAPITOLUL 4. EVALUAREA COMPARATIVA A UNOR METODE DE
EXTRACTIE CU SOLVENTI DIFERITI DIN PERSPECTIVA OBTINERII UNOR
EXTRACTE BOGATE IN COMPUSI BIOLOGIC ACTIVI DIN FRUCTELE DE CATINA

4.1. Aspecte generale

Catina (Hippophae rhamnoides L.) numita si catina de rau, face parte din Ordinul
Eleagnales, familia Elaeagnaceae, si este o planta originara din Europa si Asia, care in prezent
este larg raspandita in intreaga lume (Gornas si colab., 2014; Michel si colab., 2012). Fructele
recoltate de la aceste plante reprezinta o sursa importanta de compusi biologic activi, cum ar fi
carotenoidele: a si B-carotenul, licopenul, luteina si zeaxantina (Pop si colab., 2014), flavone
precum: izorhamnetina, quercetina, kaempferolul (Guo si colab., 2017), vitamine (vitaminele C si
E), acizi organici, aminoacizi, micro- si macro-nutrienti, fiind considerate fructe cu potential
industrial ridicat (Asofiei si colab., 2019).

4.3. Obiectivele studiului

In primul capitol din studiul experimental obiectivele stiintifice au fost urmatoarele:

o Compararea rezultatelor obtinute prin trei metode de extractie a compusilor biologic activi din
fructele de catina liofilizate(extractia conventionald cu solventi, extractia cu solventi asistata
cu ultrasunete, extractia cu solventi asistata cu microunde).

o Compararea rezultatelor extractiei secventiale si a celei separate si evaluarea continutului de
compusi bioactivi si a activitatii antioxidante.

e Evaluarea continutului de compusi biologic activi din catina, precum: continutul de carotenoide
totale, continutul de 3-caroten, continutul de licopen, continutul de polifenoli totali, continutul
de flavonoide totale si capacitatea antioxidanta a extractelor obtinute prin cele trei metode
propuse, utilizand metode spectrofotometrice de analiza.

4.4. Materiale si metode de analiza
4.4.3. Materiale utilizate

Catina a fost achizitionata dintr-o piata locala din zona Galati. Boabele de catina au fost
spalate cu apa distilata si uscate cu un prosop de hértie pana la uscare completa, iar ulterior au
fost congelate si liofilizate la temperatura de -42 °C presiune de 0,1 mBar timp de 48 de ore
utilizand un liofilizator CHRIST Alpha 1-4 LD Plus (Germania).

4.5. Analiza comparativa a metodelor de extractie a compusilor bioactivi din fructele de
catina

In vederea potentarii continutului de compusi bioactivi din fructele de catind, s-a decis
dezvoltarea, integrarea si implementarea a trei metode de extractie (extractia asistata cu
ultrasunete (EAU), extractia asistatd de microunde (EAM), extractia conventionala (ECS)), cu
solventi de extractie polari (etanol, acetona, acetat de etil, acid formic si apa ultrapura) si nepolari
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(hexan) de natura hidrofila sau lipofla (uleiul de floarea soarelui), conform datelor prezentate in
tabelul 4.1.

In selectarea solventului adecvat s-a tinut cont de polaritatea solventilor, matricea probei si
componentele acesteia, precum si de continutul de umiditate care joaca un rol important, toate
probele fiind supuse liofilizarii pentru a exclude variabila respectiva.

Cele trei metode de extractie propuse pentru cercetare: EAU, EAM si ECS sunt cunoscute
pentru obtinerea extractelor bogate in compusi biologic activi.

Tabel 4.1. Caracteristicile metodelor de extractie

Parametri
Codul Solventi pentru extractii Timp, minute(secunde,ore) /
probei ’ ’ Temperatura, °C / Frecventd, KHz/ Putere,
w

EAU
EAU1 Etanol-96%
EAU2 Etanol-acetona (4:3)
EAU3 Etanol:Hexan:Acetona(4:3:1)
EAU4 Acetat de etil:Hexan (2:1)
NP Acflt;‘;adnf :éi'tgﬁga(g:(f)'z) 45 minute / 40 °C/ 40 KHz / 100 W
EAU7 Acetona-80%:Etanol-70%(1:1)
EAU8 Etanol 70%
EAU9 15 minute / 40 °C/ 40KHz / 100 W
EAU10 Ulei de floarea soarelui 30 minute / 40 °C/ 40KHz / 100 W
EAU11 45 minute / 40 °C/ 40KHz / 100 W

EAM
EAM1 Etanol-70% 15 secunde / 47+61 °C [ 420W
EAM2 30 secunde / 70.6 °C / 1050 W
EAM3 Ulei de floarea soarelui 40 secunde / 47.5°C/735W
EAM4 30 secunde / 54.2 °C / 525 W

EAM-EAU
EAU - 15 minute / 40-50 °C / 40 KHz /100
EAM-EAU1L Ulei de floarea soarelui W
EAM - 30 secunde / 42.1°C / 525W

ECS

ECS1 Etanol-70% 48h / 40°C

EAM este o tehnicd moderna de extractie foarte cunoscuta, care insa implica costuri mai
mari fata de EAU, multi cercetatori de-a lungul timpului au optimizat aceasta metoda de extractie.

Pentru a efectua extractia asistata de ultrasunete am monitorizat principalii parametri cum
sunt temperatura, timpul si puterea instalatiei de ultrasunete.

De asemenea a fost realizat un experiment prin combinarea EAU cu EAM pe aceeasi
matrice, folosind uleiul de floarea soarelui.

S-a hotarat parcurgerea a doua metode de extractie: separata si secventiala, pentru a
compara rezultatele extractiilor din punct de vedere fitochimic. Au fost efectuate extractii
secventiale cu diferite amestecuri de solventi utilizdnd aceeasi matrice liofilizatd ca sursa de
compusi biologic activi. Reziduul care a fost obtinut dupa prima extractie cu amestec de acetat
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de etil: hexan (2:1), a fost in continuare extras consecutiv cu 20 mL amestec de solvent
etanol:hexan (4:3), 20 mL amestec de solventi acid formic:acetona:apa (0,35:20:80) si in final
extractia cu apa - 20 mL. Dupa adaugarea solventului peste matricea initiala, extractia EAU a fost
aplicata de fiecare data, utilizand parametrii din Tabelul 4.2.

Tabel 4.2. Codificarea probelor in functie de metodele de extractie secventiale si separate
asistate de ultrasunete
Parametrii de extractie

g)?tcriact Solventi utilizati pentru extractii ~ Timp, minutei (secunde,ore)/Temperatura,
°C/Frecventa, KHz/Putere, W

gggﬁgi Acetat de etil:hexan(2:1) =2:1 20 minute / 40 °C / 40 KHz

gggﬁgg Etanol: Hexan(4:3) = 4:3 20 minute / 40 °C / 40 KHz

oA (os s oa gy 20minuiel ©0°C/ 40K

gggﬁgj Apa 20 minute / 50 °C / 40 KHz

Partea lichida obtinuta din fiecare etapa de extractie a fost colectata si concentrata sub vid,
pentru analize fitochimice si antioxidante ulterioare. Pentru a compara probele, a fost efectuata
si o extractie separata in aceleasi conditii, care a fost repetata de patru ori.

Scopul acestui studiu a fost de a compara rezultatele extractiei secventiale si a extractiei
separate prin prisma evaluarii continutului de compusi bioactivi si a activitatii antioxidante din
fructele de catina liofilizate.

4.8. Rezultate si discutii

4.8.1. Analiza fitochimica comparativa a extractelor de catina prin diferite metode de
extractie

Pentru analiza fitochimica a extractelor obtinute, a fost utilizatd o combinatie de trei metode:
extractia conventionald cu solventi, extractia asistata de ultrasunete si extractia asistata de
microunde. A fost realizata o variere a parametrilor de extractie cat si a solventilor utilizati. Valorile
componentelor fitochimice prezente in fructele de catina liofilizate, analizate si obtinute prin
diferite metode de extractie, sunt prezentate in Tabelul 4.3.

Au fost observate diferente semnificative statistice la nivelul probelor selectate pentru
majoritatea metodelor de extractie utilizate (p <0,05). Probele de extracte cu valori mai mari ale
continutului de compusi bioactivi au fost EAU3-EAUG. Aceste rezultate obtinute se pot datora
prezentei hexanului Tn amestecul de extractie. Combinatia unui solvent polar (etanol, acetona in
EAUS; acetat de etil in EAU4 si EAUS; acetond in EAUG) cu unul nepolar (hexan) in diferite
proportii conduce la imbunatatirea solubilizarii carotenoidelor nepolare (licopen si -caroten) care
poseda o naturd mai hidrofoba si o solubilitate limitata in apa (Strati si Oreopoulou, 2011a).
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Tabel 4.3. Caracterizarea fitochimica a extractelor obtinute prin diferite metode de extractie

Cod Carotenoide B-caroten, Licopen, CPT, CFT,

extract totale, pug/g Mg/g s.u Hg/g s.u mg EAG/g mg CE/g s.u.
s.u S.u.

EAU1 4,57+0,01¢ 3,84+0,01¢  1,15+0,00" 148,19+0,38f 182,44+0,62°

EAU2 25,08+0,03° 21,01+0,01® 5,97+0,02° 805,34+5,5° 211,65+0,75%

EAU3 18,14+0,03¢ 15,1240,04¢ 4,17+0,01° 484,67+6,9° NA

EAU4 42,43+0,17¢ 35,35+0,06* 9,82+0,03* 61,57+1,769 NA

EAU5 20,89+0,09°¢ 17,3340,08° 4,32+0,06° 178,61+9,3° NA

EAU6 25,20+0,08° 21,17+0,29* 5,52+0,05¢ 258,03+6,7¢ NA

EAU7 0,91+0,01 0,71+0,02" 0,350,019 339,4+1,05° 72,27+0,62"

EAUS8 1,09+0,01f 0,87+0,01" 0,430,009 182,67+0,85° 87,98+4,24

EAU9 0,23+0,02¢ 0,20+0,029  0,05+0,00" NA NA

EAU10 0,24+0,03¢ 0,20+0,039  0,05+0,01" NA NA

EAU11 0,24+0,01¢ 0,21+0,019  0,06+0,00" NA NA

EAM1 0,97+0,02 0,77+0,015" 0,38+0,01% 145,04+1,35"  100,16+16,14°

EAM2 0,27+0,02¢ 0,23+0,0199 0,07+0,01" NA NA

EAM3 0,27+0,01¢ 0,23+0,019  0,06+0,00" NA NA

EAM4 0,22+0,00¢ 0,18+0,019  0,05+0,00" NA NA

EAU-EAM1 0,22+0,00¢ 0,20+0,019  0,05+0,00" NA NA

ECS1 1,09+0,02 0,84+0,02"  0,43+0,019 149,80+0,86' 79,12+0,51°

Mediile de pe fiecare coloana care nu au in comun o litera la exponent sunt semnificativ diferite
conform testului Tukey, p <0,05; NA — proba nu a fost analizata sau nu se aplica

Cele mai potrivite rezultate pentru continutul total de carotenoide, 3-caroten si licopen au
fost obtinute pentru extractia EAU4 cu amestecul de solventi acetat de etil:hexan (2:1).
Rezultatele s-au datorat polaritatii amestecului de solventi si influentei temperaturii, care a permis
solubilizarea carotenoidelor nepolare.

La polul opus se afla extractia in ulei de floarea soarelui. Atat pentru extractia EAM, cat si
pentru EAU, rezultatele obtinute prin utlizarea uleiul de floarea-soarelui ca sistem de extractie au
aratat o eficienta de extractie foarte scazuta, ceea ce arata ca uleiurile vegetale nu sunt adecvate
ca solventi pentru separarea compusii lipofili.

In ceea ce priveste extractia carotenoidelor utilizand ECS cu etanol 70%, s-a obtinut un
continut scazut de carotenoide de 1,09 £ 0,02 ug CT/g s.u.

Continutul total de carotenoide din extractele obtinute prin metodele EAM2-EAM4 a avut
valori similare. Desi extractia asistatd de microunde (EAM) este considerata o metoda simpla,
rapida si economica pentru extractia carotenoidelor, implicand un timp de extractie scurt cu o
cantitate redusa de solventi, sistemul de extractie cu ulei nu a fost eficient in comparatie cu
sistemul de solvent utilizat pentru EAU.

Rezultatele obtinute pentru EAU a prezentat o compozitie mai simpla a solutiei de extractie,
un randament mediu al continutului de carotenoide care a fost superior in toate probele in
comparatie cu ECS. Prin urmare, EAU a demonstrat ca este o metoda simpla, eficienta, rapida,
cu costuri reduse si o alternativa fiabila pentru extractia acestor compusi bioactivi din matricea
studiata sau alte matrici similare.

Continutul compusilor fenolici din extractele analizate se regaseste in Tabelul 4.3. Dupa
cum era de asteptat, extractul sau amestecul de extractie in care este prezent etanol, au fost in
general bogate in compusi fenolici. Protocolul EAUZ2 in care s-au utilizat amestecul de solventi de
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etanol:acetona (4:3) a fost cel mai potrivit pentru extractia polifenolilor totali din catina. S-au
obtinut valori mari de 805,34 + 5,5 mg EAG/g s.u., probabil pentru ca ambii solventi sunt polari si
miscibili cu apa. La polul opus se afla protocolul EAU4 in care s-a utilizat un amestec de acetat
de etil si hexan (2:1) cu continut total de polifenoli de 61,57 + 1,76 mg EAG/g s.u.

Valoarea cea mai mare pentru continutul total de flavonoide a fost de 211,65 + 0,75 mg
EC/g s.u. pentru extractia asistata cu ultrasunete combinata cu un amestec de solventi
etanol:acetona (EAU2). Cea mai mica valoare de 72,27 + 0,62 mg EC/s.u. a fost obtinuta cu
amestecul de solventi etanol:acetona (EAU7) si este cu 66,0% mai mica in comparatie cu cea
mai eficienta extractie din aceasta serie de extractii(EAU2).

4.8.2. Analiza fitochimica comparativa a extractelor de catina prin metoda EAU utilizand
doua tehnici de extractie diferite

Un alt obiectiv al acestui studiu a fost efectuarea unei extractii secventiale pe matricea de
fructe de catina, pornind de la conceptul ca fructele in sine reprezintd un amestec de compusi
lipo si hidrosolubili, iar pentru a liza membrana celulalara este nevoie de extractii in trepte.

Extractiile secventiale au fost, de asemenea, efectuate pe aceeasi matrice prin aplicarea
diferitelor amestecuri de solventi, iar rezultatele obtinute au fost comparate cu extractiile separate.
Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 4.4, si in Figurile 4.2, 4.3 si 4.4.

Tabel 4.4. Determinarea compusilor carotenoidici din extractele secventiale si separate
din fructe de catina

Cod extract Carotenoide totale, ug/g s.u. B-caroten, ug/g s.u. Licopen, pg/g s.u.
SeEAU1 57,81+0,06% 47,96+0,04% 11,97+0,01°
SeEAU2 25,94+0,03° 21,54+0,03° 5,3040,03°
SeEAU3 3,85+0,06¢ 3,33+0,04¢ 2,14+0,02¢
SeEAU4 3,73+0,05¢ 3,36+0,04¢ 2,31+0,03¢
SqEAU1 29,05+0,04° 24,19+0,03 6,41+0,01°
SqEAU2 12,80+0,05¢ 10,62+0,02¢ 2,59+0,02¢
SqEAU3 3,30+0,03¢ 2,80+0,02f 1,70+0,01
SqEAU4 1,61+0,02f 1,39+0,02¢ 0,87+0,02¢

Mediile de pe fiecare coloana care nu au in comun o litera la exponent sunt semnificativ diferite conform
testului Tukey, p < 0,05; NA — proba nu a fost analizata sau nu se aplica

Asa cum era de asteptat, continutul total de carotenoide, B caroten si licopen a scazut atéat
la extractia ulterioara, cat si la cea separatd, datoritd scaderii polaritatii solventilor. Din tabelul 4.4
este clar ca extractia separaté a avut un continutul de compusi carotenoidici mai mare, deoarece
mixul de solventi polari folositi au condus la o extractie maxima posibila de caroteni totali.

Din Tabelul 4.4 se poate concluziona ca, continutul total de carotenoide este mare atat
pentru extractia separata cat si pentru cea ulterioara, pentru probele tratate cu amestec de acetat
de etil:n-hexan (2:1), respectiv de 57,81+0,06 ug CT/g s.u. si de 29,05+0,04 pg CT/g s.u..

Din Figura 4.3, se poate observa, o crestere a continutului total de polifenoli la extractia
secventiala, in mod particular atunci cand se utilizeaza amestecul de solventi acidulati. Astfel, cel
mai ridicat continut de polifenoli a fost de 823,51 + 5,5 mg EAG/g s.u., si a fost obtinut pentru
extractia apoasa cu ajutorul acetonei acidulate cu acid formic (SqQEAU3), dupa 20 de minute de



Valorificarea unor compusi biologic activi din catina prin dezvoltarea unor produse alimentare cu

valoare adaugata

extractie la temperatura de 35-40°C. Metoda dezvoltata este rapida, simpla, blanda si eficienta
pentru extragerea compusilor polifenolici.
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Figura 4.3. Continutul de compusi polifenolici totali pentru probele analizate

Cel mai mic continut de polifenoli cu 83% mai putin din seria de extractie secventiala a fost
obtinut cu amestecul de solvent etanol:hexan (SqQEAU2), cu valori de 143,49 + 3,2 mg EAG /g

S.u.
w
2o 250
200
150
0

SeEAU1 SeEAU2 SeEAU3 SeEAU4 SqEAU1 SqEAU2 SqQEAU3 SqEAU4

Continut total de

flavonoide, mg EC
=
o
o

Figura 4.4. Continutul de flavonoide totale pentru probele analizate

In schimb, asa cum releva datele prezentate in Figura 4.4, SQEAU2 amestecul apos cu
acetona acidulatd s-a dovedit a fi cel mai eficient amestec de solventi pentru extractia
flavonoidelor totale care au prezentat o valoare de 310,06 + 6,00 mg EC/g s.u.

4.8.3. Evaluarea comparativa a activitatii antioxidante a extractelor

Activitatea antioxidanta din acest studiu a fost influentatd de mai multi parametri, precum:
mediul de extractie hidrofil / lipofil, timpul de extractie etc.
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Tabel 4.5. Activitatea antioxidanta (DPPH) a probelor obtinute prin diferite metode de extractie

Cod extract AA, mM Trolox/g s.u. (DPPH) IoppH, (%0)
EAU1 1,81+0,01° 76,80+0,47°
EAU2 2,15+0,012 90,75+0,222
EAU3 1,09+0,01¢ 46,66+0,33°
EAU4 0,59+0,01¢ 22,21+0,28¢
EAU5 0,01+0,00f 1,07+0,05¢
EAU6 0,03+0,01f 2,01+0,26¢
EAU7 1,84+0,00° 89,56+0,162
EAUS 1,56+0,01¢ 75,97+0,61°
EAU9 NA NA
EAU10 NA NA
EAU11 NA NA
EAM1 1,56+0,00° 76,24+0,19°
EAM2 NA NA
EAM3 NA NA
EAM4 NA NA
EAM - EAU1 NA NA
ECS1 1,54+0,01°¢ 75,21+0,38°

Mediile de pe fiecare coloana care nu au in comun o litera la exponent sunt semnificativ diferite
conform testului Tukey, p < 0,05NA — proba nu a fost analizata sau nu se aplica

in Tabelul 4.5 sunt prezentate rezultatele activitatii antioxidante a extractelor obtinute cu
metoda care utilizeaza radicalul liber DPPH.

Cele mai potrivite rezultate s-au obtinut prin extractie asistata cu ultrasunete in combinatie
cu amestecul de solventi etanol : acetona.

Valoarea cea mai ridicata a activitatii antioxidante de 2,15 mM Trolox/g s.u. a fost obtinuta
prin utilizarea amestecului de solventi etanol:acetona(4:3) — EAU2, acest extract prezentand si o
inhibitie asupra radicalului liber DPPH de 90,75%.

Valoarea cea mai mica a activitatii antioxidante a fost obtinutd cu amestecul de acetat de
etil: hexan (1:2) — EAUS si a prezentat o inhibitie de numai 1,07 + 0,05% asupra radicalilor liberi
DPPH.

In Figura 4.5 si Figura 4.6 sunt prezentate valorile activitatii antioxidante pentru probele
obtinute prin diferite metode de extractie (metoda care utilizeaza radicalul ABTS).
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Figura 4.5. Activitatea antioxidanta (ABTS) pentru probele obtinute prin diferite metode de
extractie

Din figura 4.5 se poate presupune ca activitatea antioxidanta nu este influentata de metoda
de extractie, dar probabil solventii folositi influenteaza activitatea antioxidanta. Astfel probele
EAU1, EAUS8, EAM1 si ECS1 au obtinut valori ale AA prin metoda captarii radicalului liber ABTS
de respectiv 2,77 pg Trolox/g; 2,88 ug Trolox/g; 2,44 pg Trolox/g si 2,21 pg Trolox/g la care s-au
folosit solutii alcoolice pentru extractie.
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Figura 4.6. Procentul de inhibitie a radicalului ABTS pentru probele obtinute prin diferite
metode de extractie
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Analizand datele din Figura 4.5 se observa ca, valoarea cea mai ridicatd a activitatii
antioxidante de 3,47 pg Trolox/g s.u. a fost obtinutd atunci cadnd pentru extractie s-a utilizat
amestecul de solventi etanol:acetona in raport de 4:3 — EAU2. In Figura 4.6 se observa ca acest
extract obtinut din fructe de catina a prezentat o inhibitie asupra radicalului ABTS de aproximativ
85,01%.

Valoarea cea mai mica a activitatii antioxidante pentru extractul din catind a fost obtinuta cu
ulei de floarea soarelui — EAM4 si a avut o valoare de 0,70 pug Trolox/g s.u. Acelasi extract a
prezentat o inhibitie de numai 19,18% data de radicalii liberi ABTS.

Astfel, rezultatele obtinute de alti cercetétori releva o dependenta clara intre solventii de
extractie si activitatea antioxidanta, iar metoda de extactie aleasa (EAU, EAM sau ECS) defineste
rezultatul final.

11
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4.8.4. Evaluarea comparativa a activitatii antioxidante a probelor obtinute prin metoda de
extractie asistata de ultrasunete separata si secventiala

Au fost de asemenea, analizate seriile de extractii secventiale si separate, care prevedeau
metoda de determinare a activitatii antioxidante eficienta pentru caracterizarea profilului hidrofil
si lipofil al catinei liofilizate.

In Tabelul 4.6 sunt prezentate rezultatele activitatii antioxidante (metoda care utilizeaza
radicalul DPPH si metoda care utilizeaza radicalul ABTS) a probelor prin extractia secventiala si
separata a extractelor de catina asistata de ultrasunete.

Tabel 4.6. Activitatea antioxidanta a probelor obtinute prin metode de extractie
secventiale si separate

Cod AA, AA,
b mMTrolox/mL loppH,(%0) ug Trolox/mL laBTs, (%)

pro extract (DPPH) extract (ABTS)

SeEAU1 0,07+0,01¢ 4,07+ 0,57¢ 0,85+0,03¢ 25,65+0,85°
SeEAU2 0,64+0,01° 35,29+0,41° 0,78+0,01° 19,28+0,23¢
SeEAU3 1,70+0,00? 88,78+0,182 3,66+0,05° 98,35+1,242
SeEAU4 1,13+0,01° 57,21+0,23° 2,64+0,04¢ 73,50+1,04°
SqEAU1 0,03+0,02¢ 2,25+0,77¢ 0,53+0,04" 12,49+0,96'
SqEAU2 0,17+0,01¢ 9,84+0,75¢ 0,623+0,03f 17,65+0,70°
SqEAU3 1,72+0,012 89,00+0,402 4,01+0,012 99,29+0,232
SQEAU4 1,73+0,012 88,88+0,462 3,49+0,02° 97,77+0,622

Mediile de pe fiecare coloana care nu au in comun o litera la exponent sunt semnificativ diferite
conform testului Tukey, p < 0,05.

Rezultatele obtinute pentru activitatea antioxidantd data de ambii radicali liberi la extractia
secventiala sunt diferite de rezultatele extractiei separate.

Pentru extractiile secventiale prin utilizarea metodei de evaluare a activitatii antioxidante
care utilizeaza radicalul liber DPPH s-au obtinut valori ale activitatii antioxidante destul de reduse
cuprinse in intervalul 0,03 — 1,73 pg Trolox/g s.u. Cea mai mare valoare a activitatii antioxidante
de 1,73 pg Trolox/g s.u. a fost obtinutd pentru extractia secventialda SqQEAU4, iar cea mai mica
valoare de 0,03 pg Trolox/g s.u. a fost obtinuta in cazul extractiei secventiale SQEAU1.

Valorile inferioare ale inhibitiei radicalului ABTS (ABTS+) ale extractelor secventiale si separate
(SqQEAUZ si SeEAU2) cu etanol 70% indica faptul ca amestecurile etanolice sunt mai potrivite
pentru inhibarea radicalului ABTS (ABTS+).

Cea mai ridicata valoare a activitatii antioxidante a fost obtinuta folosind amestecul de
extractie format din acid formic, acetona, apa in proportie de 0,35 : 20 : 80, cu valori ale AA de
4,01 + 0,01 pg Trolox/mL pentru metoda care utilizeaza radicalul liber ABTS si cu o inhibitie de
99,29 * 0,23%. Din cele expuse mai sus si rezultatele obtinute se observa ca valorile cele mai
mici ale activitatii antioxidante s-au obtinut pentru amestecul de extractie format din etil acetat :
hexan in proportie de 2:1 ceea ce este caracteristic extractele lipofile.

Asa cum se observa din Tabelul 4.6, valoarea cea mai ridicata a inhibitiei radicalului DPPH
a fost de 88,88 + 0,46 %, in cazul utilizarii apei ca solvent de extractie SQEAU4, iar cea mai mica
valoare a inhibitiei radicalului DPPH a fost de 2,25 + 0,77 % in cazul amestecului de acetat de
etil:hexan in proportie de (2:1) ca mediu de extractie.

12
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Valoarea cea mai ridicata a inhibitiei radicalului ABTS a fost de 99,29 + 0,23 %, in cazul
folosirii pentru extractie a amestecului de solventi de extractie acid formic:acetona:apa in
proportie de 0,35:20:80 — SQEAUS, iar cea mai mica valoare a inhibitiei radicalului ABTS a fost de
12,49 + 0,96% in cazul folosirii amestecului acetat de etil:hexan in proportie de (2:1) ca mediu de
extractie - SQEAUL.

4.8.5. Corelarea rezultatelor

Corelatia Pearson a fost aplicatd pentru a masura relatia liniara intre diferite grupuri de
compusi bioactivi si activitatea antioxidanta. Valorile mai mari ale coeficientului de corelatie au
sugerat o contributie mai mare pentru compusii polifenolici si flavonoide la capacitatea
antioxidanta a extractelor.
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Figura 4.9. Corelarea activitatii antioxidante asupra radicalul ABTS cu continutul total de
polifenoli (CPT) din extractul obtinut prin EAU

Astfel continutul de compusi polifenolici obtinuti prin metoda care foloseste tehnica
colorimetrica Folin-Ciocalteu a prezentat o corelatie mai puternica cu activitatea antioxidanta
obtinuta prin metoda de captare a radicalului ABTS (R? =0,8385) fata de activitatea antioxidanta
obtinuta prin metoda de captare a radicalului DPPH (R? =0,5509) (Figura 4.9).

4.9. Concluzii partiale

In acest studiu, au fost testate mai multe tehnici de extractie pentru a evalua profilul
fitochimic al fructelor de catina: extractia conventionala folosind etanol 70%, extractia asistata de
ultrasunete folosind amestec de solventi organici si extractia asistata de microunde cu ulei vegetal
ca solvent de extractie.

Rezultatele au aratat ca extractia cu solventi asistata de ultrasunete ofera valori mai mari
pentru extractia compusilor biologic activi utilizadnd urmatorii parametri: timpul de extractie de 45
minute; temperatura de 40°C, frecventa de 40 kHz si puterea de 100 W.

Extractia cu acetat de etil:hexan (2:1) asistatd de ultrasunete a dus la separarea unei
cantitati mai mari de compusi carotenoidici (carotenoide totale, B caroten si licopen).

Cel mai mare randament de extractie al compusilor hidrofili (polifenoli totali si flavonoide
totale) a fost obtinut cu amestecul de extractie format din acid formic: acetona:apa (0,35: 20:80),
extractia asistata de ultrasunete, prin extractii secventiale ale compusilor. Cea mai mare inhibitie
a radicalilor liberi DPPH si ABTS a fost obtinutd cu amestecul de etanol:acetona si acid
formic:acetond:apa, utilizand extractia asistata de ultrasunete.
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Analiza compusilor fitochimici ai extractelor obtinute din fructe de catina prin cele doua
metode secventiala si separata releva faptul ca aceasta matrice este bogata atat in compusi
liposolubili (carotenii), cat si hidrosolubili (polifenolii). Procesul de extractie secvential poate fi
optimizat, astfel incat se pot extrage compusi bioactivi cu un randament superior de extractie.

A fost calculat indicele de corelatie Pearson pentru doi indicatori precum continutul total de
polifenoli si activitatea antioxidanta, care a indicat faptul ca valorile respective pot fi corelate cu
un indice de corelare de 0,8385. Aceste rezultate permit sa tragem concluzia ca in prezentul
studiu compusii polifenolici din extractiile de catina au o putere antioxidanta mai mare fata de
compusii carotenoidici extrasi din catina.

Rezultatele obtinute demonstreaza ca utilizarea metodei de extractie in mai multe etape
este capabila sa recupereze si sa izoleze diferite fractiuni din extract (carotenoide si polifenolice)
cu proprietati biofunctionale.
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CAPITOLUL 5. DEZVOLTAREA UNOR INGREDIENTE BOGATE iN COMPUSI
BIOACTIVI EXTRASI CU SOLVENTI POLARI DIN CATINA PENTRU APLICATII iN
INDUSTRIA ALIMENTARA

5.1. Aspecte generale

Compusii principali de interes stiintific prezenti in cantitati mari in fructele de catina sunt
carotenoidele si flavonele. Carotenoidele reprezinta pigmenti lipofili cu structura tetraterpenoide
si culori precum galben, portocaliu pana la rosu. Flavonoidele sunt metaboliti secundari prezenti
in fructele de catina si fac parte din clasa polifenolilor, avand si culori ce variaza de la galben la
portocaliu.

Cu toate acestea, utilizarea carotenoidelor si flavonelor ca ingrediente functionale este
limitatd din cauza instabilitatii lor chimice, a bio-disponibilitatii slabe cat si a bio-accesibilitatii.
Tehnica microincapsularii reprezinta o solutie pentru rezolvarea problemelor legate de stabilitatea
acestor compusi valorosi.

Coacervarea complexa se bazeaza pe atractia electrostatica dintre moleculele incarcate cu
sarcini electrice diferite. Aceasta atractie produce un complex cu doua faze distincte. Una
reprezinta o faza bogata in polimeri (denumita si coacervat), iar cealalta este solutia solvent (de
Souza Simdes si colab., 2017).

5.2. Obiectivele studiului

Studiul experimental a avut urmatoarele obiective stiintifice:

e Extractia compusilor biologic activi utilizdnd un amestec de solventi (acetona, acid acetic
glacial si apa) pentru extractul E1 si numai apa pentru extractul E2, urmat de
microincapsularea prin coacervare complexa si liofilizare a compusilor biologic activi din
fructele de catina, utilizand diferite matrici de ihcapsulare precum: izolatul de proteine din zer
(IPZ) in combinatie cu carboximetilceluloza (CMC).

e Caracterizarea pudrelor de catina obtinute (codificate: pudra - P1 si pudra - P2) din punct de
vedere fitochimic cu accent pe continutul de carotenoide totale, continut de polifenoli totali,
activitate antioxidanta, digestibilitate in vitro, eficienta incapsularii, analiza colorimetrica si
stabilitatea Tn timp a pudrelor obtinute.

¢ Analiza structurii si morfologia pulberilor folosind tehnica de microscopie confocala cu scanare
laser (MCSL).

5.6. Reazultate si discutii

5.6.1. Evaluarea profilului fitochimic al extractelor de catina

Compusii bioactivi din fructele de catina liofilizate au fost extrasi cu diferite amestecuri de
solventi folosind metoda EAU. Pentru extractie, s-au folosit solventi polari, cum ar fi acetona si
apa. Au fost obtinute doua extracte, iar continutul fitochimic al ambelor extracte este prezentat in
Tabelul 5.2. Adaosul de acetona si acid acetic glacial in apa a condus la o crestere semnificativa
a randamentului de extractie a compusilor fitochimici (p<0,05) atat pentru compusii lipofili cat si
pentru compusii hidrofili (Tabel 5.2). Acest lucru se poate explica prin intensificarea puterii de
rupere a peretilor celulari cu amenstecul de solventi. Astfel, extractul E1 a prezentat un continut
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de licopen de 1,69 + 0,01 mg LC/g s.u. iar extractul E2 de numai 0,87 + 0,01 mg LC/g s.u.
Continutul de B-caroten din extractul E1 a prezentat un continut de 2,79 + 0,02 mg BC/g s.u. si
extractul E2 de 1,38 £ 0,02 mg BC/g s.u.

in ceea ce priveste continutul de compusi hidrofili, din extractul E1 s-a cuantificat un continut
de flavonoide totale de 310,06 + 6,01 mg EC/g s.u. si un continut de aproximativ 127,80 + 2,41
mg EC/g s.u. in extractul E2. De asemenea, continutul in polifenoli totali al extractelor analizate
a fost de 823,50 + 5,51 mg EAG/g s.u. si de aproximativ 368,12 + 5,37 mg EAG/g s.u. pentru
extractul E1 si, respectiv, extractul E2.

Activitatea antioxidanta a extractelor a fost cuantificata prin doua metode diferite de captare
a radicalilor liberi DPPH si ABTS. Astfel, activitatea antioxidanta evaluata cu valori procentuale
ale inhibitiei radicalului DPPH a fost de 92% pentru E1 si 61,01% pentru E2, iar pentru radicalul
ABTS de 4,36 si 3,81%.

Tabel 5.2. Profilul fitochimic al extractelor obtinute din fructe de catina liofilizate

Compusi fitochimici Extractul E1 Extractul E2
Continutul de licopen (mg LC/g su) 1,69 +0,01¢ 0,87 +0,01¢
Continutul de B-caroten (mg BC/g su) 2,79 +0,02¢ 1,38 +0,02¢
Continutul de carotenoide totale (mg CT/g su) 3,30 +0,03¢ 1,60 +0,01¢
Continutul total de flavonoide (mg EC/g su) 310,06 + 6,01° 127,80 +2,41°
Continutul total de polifenoli (mg EAG/g su) 823,50 £ 5,512 368,12 £ 5,372
Activitatea antioxidanta ABTS (inhibitia, %) 4,36 +0,01¢ 3,81 +0,02¢
Activitatea antioxidanta DPPH (inhibitia, %) 92,00 £ 0,42° 61,01 +0,42°

Valorile care nu au in comun o litera pe acelasi rand sunt semnificativ diferite (p < 0,05) conform
testului Tukey, 95% incredere

Asa cum era de asteptat, alegerea solventului de extractie reprezintd un pas decisiv in
extractia compusilor biologic activi din catina, pentru obtinerea randametului mare de compusi
bioactivi, cat si a activitatii antioxidante care utilizeaza radicalii liberi ABTS si DPPH.

In prezentul studiu, combinatia de solventi precum acid acetic, acetona si apa a condus la
extractia unei cantitati ridicate de compusi biologic activi cu o activitate antioxidanta care
utilizeaza radicalii liberi DPPH si ABTS remarcabila.

in tabelul 5.2 este prezentat continutul total de carotenoide din extractele E1 si E2 obtinut
prin extractia asistata de ultrasunete cu solventii precum acetona, acid acetic glacial si apa.

Cel mai eficient amestec pentru extractia compusilor hidrofili a fost amestecul de acid acetic,
acetona si apa (E1), cu un continut total de polifenoli de 823,50 + 5,51 mg EAG/g s.u. si un
continut total de flavonoide de 310,06 + 6,01 mg EC/g su. Rezultatele obtinute pentru extractele
din prezenta lucrare prezinta valori mai mari fatd de cele raportate de alti cercetatori, probabil
datorita polaritatii amestecului de solventi folositi, metodei de extractie utilizate si conditiilor de
crestere, recoltare a fructelor de catina.

CTP si CTF se coreleaza cu rezultatele obtinute pentru activitatea antioxidanta, cu valori
de 92,00 + 0,42% inhibitie fatd de radicalul DPPH.
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Asa cum se observa din datele prezentate in Tabelul 5.2, valoarea activitatii antioxidante a
extractelor a fost diferita in cazul celor doua extracte evaluate, cele mai bune rezultate fiind
obtinute de extractia cu acidul acetic, acetona si apa pentru inhibitia ambilor radicali liberi DPPH
si ABTS. Astfel, extractul E1 a prezentat o valoare a inhibitiei de 4,36 + 0,01% fata de radicalul
liber ABTS si o valoare a inhibitie de 92,00 + 0,42% fata de radicalul DPPH.

Pentru extractul E2, s-au evidentiat rezultate semnificativ mai mici ale inhibitiei (p <0,05),
de 3,81 + 0,02% fata de radicalul liber ABTS si de 61,01 + 0,42% inhibitie fata de radicalul liber
DPPH. Valorile obtinute de multi cercetatori sunt diferite dar pot fi omologate intre ele prin
corelarea metodei de extractie cu solventului folosit.

Analiza cromatografica a extractelor de catina

Pentru caracterizarea profilului fitochimic a carotenoidelor din extractiile obtinute, a fost
analizat profilului cromatografic prin metoda de cromatografie lichida de inaltd performanta
(HPLC) (Figura 5.4). Tehnica HPLC a permis identificarea a cinci compusi carotenoidici prezenti
n ambele extracte (Figura 5.4). Diferenta dintre profilurile cromatografice ale celor doua extracte
consta in cantitatea de compusi cuantificata
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Figura 5.4. Profilul cromatografic al carotenoidelor din extractele de fructe de catina

liofilizate E1 (a) si E2 (b): peak 1—astaxantind; peak 2—zeaxantina; peak 3—f-
criptoxantina; peak 4—Ilicopen; peak 5—3-caroten.
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Astfel, Tn extractul E1 au fost determinate: 0,81 mg/g s.u. astaxantina, 5,11 mg/g s.u.
zeaxantina, 0,43 mg/g s.u. B-criptoxantina, 0,96 mg/g s.u. licopen si 2,71 mg/g s.u. B-caroten
(Figura 5.4a).

In cazul extractului E2, cantitatile de carotenoide cuantificate au avut valori mai mici, dupa
cum urmeaza: 0,56 mg/g s.u. astaxantina, 4,74 mg/g s.u. zeaxantina, 0,55 mg/g s.u. -
criptoxantina, 0,98 mg/g s.u. licopen si 1,31 mg/g s.u. B-caroten (Figura 4b).

5.6.2. Evaluarea profilului fitochimic al pudrelor de catina

In acest studiu, compusii bioactivi din catind au fost incapsulati prin coacervare complexa,
folosind proteina din izolatul proteic din zer si polizaharida carboximetilceluloza.

P2 m P1

Pudre analizate

0 20 40 60 80 100
Eficienta incapsularii, (%)
Figura 5.5. Eficienta incapsularii pudrelor obtinute prin incapsularea extractului de fructe
de catina

Pentru ambele pulberi analizate P1 si P2, s-a folosit aceeasi cantitate de 0,5 g de extract.
Pentru o mai buna dispersie a compusilor carotenoidici si luand in considerare profilul lor lipofil,
extractele au fost amestecate cu ulei de floarea soarelui. Caracterizarea extractului
microincapsulat de catina a fost realizatd prin cuantificarea continutului de licopen (LC),
continutului de B-caroten (BC), continutului total de carotenoide (CT), continutului total de
flavonoide (CFT), continutului total de polifenoli (CPT) si a activitatii antioxidante (AA). Rezultatele
obtinute in urma acestor experimente sunt prezentate in Tabelul 5.3.

In acest studiu extractele au fost incapsulate in CMC (carboximetil celuloza) si IPZ (izolat
proteic din zer) folosind metoda de coacervare complexa, urmata de liofilizare pentru a obtine
pulberi cat mai stabile. Din datele prezentate in Figura 5.5, se observa ca eficienta de incapsulare
a pudrei P1 a fost semnificativ mai mica comparativ cu eficienta de incapsulare a pudrei P2 (p
<0,05). Rezultatele obtinute in acest studiu sunt in acord cu cele raportate de alti cercetatori

Cea mai mare eficienta de incapsularea a carotenoidelor a fost pentru pudra P2 incapsulata
n izolat proteic din zer si carboximetil celuloza, cu valori de 87,23 + 0,05 % pentru pudra P2 si de
52,20 + 1,60% pentru pudra P1. Ambele pudre au fost obtinute in conditii similare, dar cu extracte
diferite respectiv E1 (obtinut cu amestecul de solventi acid acetic, acetona si apa) si E2 (obtinut
cu apa). Valori mai mari ale eficientei incapsularii carotenoidelor pentru pudra P2 se datoreaza
profilului hidrofil al extractului, ceea ce demonstreaza ca matricele alese se preteaza profilului
extractului obtinut.
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Tabel 5.3. Profilul fitochimic al pudrelor obtinute prin incapsularea extractelor din fructele
de catina liofilizate

Caracterizarea fitochimica a pudrelor Pudra P1 Pudra P2

Continutul de licopen (mg LC/g s.u.) 1,22 £0,01¢ 0,86 + 0,02
Continutul de B-caroten (mg BC/g s.u.) 0,63 +0,03f 0,98 + 0,05
Continutul total de carotenoide (mg CT/g s.u.) 2,13 £0,03° 1,14 + 0,04

Valorile care nu au in comun o litera pe acelasi rand sunt semnificativ diferite (p < 0,05) conform
testului Tukey, 95% incredere

Conform rezultatelor obtinute cel mai mare continut de caroteni totali a fost raportat pentru
pudra P1 fiind de 2,13 + 0,03 mg CT/g s.u, ceea ce este in concordanta cu valorile obtinute pentru
extractul E1 folosit pentru microincapsularea carotenilor (Tabel 5.2.).
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Figura 5.7. Continutul total de flavonoide (TFC, mg EC/g s.u.) si polifenoli (TPC mg
EAG/g s.u.) din pudrele P1 si P2

Rezultatele studiului de fatd demonstreaza ca, utilizarea izolatului proteic din zer si a
catrboximetilcelulozei Tn calitate de materiale de Tincapsulare sunt potrivite pentru
microincapsularea extractului obtinut din catina liofilizata.

Continutul total de polifenoli si flavonoide pentru pudra P1 a fost de 529,84 + 10,54 mg
EAG/g s.u si respectiv de 219,86 + 5,71 mg EC/g s.u. (Figura 5.7.) Aceste rezultate fiind
comparativ mai mari fata de cele obtinute pentru pudra P2 cu valori ale CPT de 319,14 + 7,37 mg
EAG/g s.u si ale CFT de 154,68 + 10,36 mg EC/g s.u. Valorile obtinute sunt in concordanta cu
continutul total de polifenoli si continutul total de flavonoide ale extractelor folosite pentru
incapsularea compusilor biologic activi din fructele de catina. Astfel, aceasta corelare a
continutului total de polifenoli din extract cu valorile CPT din pudre, se datoreaza probabil formarii
legaturilor OH din inelul aromatic fenolic cu proteinele din zer.
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Figura 5.8. Activitatea antioxidantd a pudrelor de catina P1 si P2 prin metoda radicalului
liber ABTS si radicalului liber DPPH

Activitatea antioxidanta a pudrelor a fost cuantificata prin doua metode diferite de captare
a radicalilor liberi DPPH si ABTS (Figura 5.8.). Din rezultatele obtinute se poate afirma ca metoda
de determinare a activitatii antioxidante prin captarea radicalului liber DPPH se preteaza mai bine
pentru pudrele obtinute datorita profilului hidrofil al incapsulatelor. Astfel prin metoda de captare
a radicalului liber DPPH s-au obtinut valori pentru pudra P1 de 93,05 + 0,77% inhibitie a radicalului
DPPH si respectiv de 74,90 + 0,99% inhibitie a radicalului liber DPPH pentru pudra P2.

Pudra P1 a prezentat valorile mai mari pentru licopen, caroteni totali, continut total de
polifenoli si continut total de flavonoide. Continutul de B-caroten, pe de alta parte, a fost mai mare
in pudra P2, precum si activitate antioxidanta de captare a radicalului liber ABTS. Valori
comparativ mai mici s-au obtinut pentru activitatea antioxidanta de captare a radicalului liber
ABTS, comparativ cu rezultatele obtinute pentru activitatea antioxidanta de captare a radicalului
liber DPPH.

Rezultatele obtinute pentru activitatea antioxidanta prin metoda de captare a radicalului
liber DPPH au fost de 295,93 si 387,08 uM Trolox/g si de 230,61 si 830,36 uM Trolox/g pentru
metoda de captare a radicalului liber ABTS. Aceasta demonstreaza inca odata ca aplicarea
metodelor de determinare a activitatii antioxidante utilizand diferiti radicali liberi depinde de profilul
fitochimic al matricei analizate si parametrii de incapsulare a compusilor bioactivi.

5.6.3. Stabilitatea eficientei de incapsulare a pudrelor de catina

Valorile eficientei de incapsulare pot prezice stabilitatea in timp a compusilor din interiorul
matricei de incapsulare. In Tabelul 5.4. este prezentatd variatia eficientei incapsularii a
carotenoidelor pe parcursul a 180 si 270 de zile de depozitare la temperatura de 4°C si la
intuneric.

Analizand datele prezentate in tabelul 5.4 se observa o usoara scadere a eficientei
incapsularii carotenoidelor in timp pentru ambele pulberi analizate. Astfel, eficienta Thcapsularii
pentru pudra P1 este cu 7% mai mica dupa 270 de depozitare la temperatura de 4°C la intuneric,
iar eficienta de incapsulare pentru pudra P2 a prezentat o scadere cu 12% a eficientei incapsularii
dupa 270 de zile de depozitare la temperatura de 4°C la intuneric.

Eficienta de incapsulare (EE) este un prim indicator pentru termenul de valabilitate al
pulberilor care contin carotenoide.
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Tabel 5.4. Eficienta de incapsulare initiala a pulberilor si stabilitatea eficientei de
ncapsulare dupa 270 de zile de depozitare
Stabilitatea eficientei de incapsulare, %

Pudrele 0 zile dupa 180 zile dupa 270 zile
P1 52,20 + 1,60° 49,20 + 0,02° 48,88 + 0,01°
P2 87,23 £ 0,052 80,45 £ 0,032 76,43 + 0,012

Valorile care nu au in comun o litera pe acelasi rand sunt semnificativ diferite (p < 0,05) conform
testului Tukey, 95% incredere

Pudrele P1 si P2, pe parcursul depozitarii la temperatura camerei fara ambalare(recipiente
de sticla cu staniol), au eliberat ulei, iar oxidarea acestuia ar putea duce la degradarea structurii
pudrelor si scaderea eficientei de incapsulare a lor.

5.6.4. Analiza colorimetrica si stabilitatea culorii in timp a pudrelor de catina

Rezultatele analizei colorimetrice a pulberilor sunt prezentate in Figurile 5.8., 5.9. si 5.10.
in cadrul analizei colorimetrice au fost determinati urmatorii parametri: luminozitatea (L*),
parametrul a*(rosu) si parametrul b*(galben), care au fost monitorizati pe parcursul a 270 de zile
de depozitare la temperatura de 4°C, la intuneric.

Experimentul a durat 270 de zile, pe parcursul caruia pudrele P1 si P2 au fost depozitate
in conditii de refrigerare la temperatura de 4°C in tuburi de sticla brune, inchise ermetic. Din
rezultatele obtinute putem concluziona ca ambele pudre pe parcursul celor 270 zile au avut o
crestere a indicelui de luminozitate, adica pudrele au devenit mai deschise la culoare. Acest
proces fiind ireversibil si se explica prin degradarea carotenoidelor inglobate in matricele de IPZ
si carboximetilceluloza si probabil oxidarea uleiului folosit pentru incapsulare. Degradarea
carotenoidelor este strans legata de dimensiunile sferozomilor de carotenoide inglobate in
matricele de Tncapsulare, de conditiile de stocare a pulberilor, de procesele de oxidare. Cu cat
dimensiunea sferozomilor este mai mica, iar materialul de incapsulare mai subtire cu atat
degradarea are loc mai repede, implicit ceea ce duce la decolorarea pudrelor.
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Figura 5.9. Stabilitatea luminozitatii timp de 270 zile pentru pudrele P1 si P2

Din Figura 5.9. se poate concluziona ca pudra P1 are o luminozitate mai mare cu
aproximativ 29%, iar pudra P2 cu 9% in ziua a 270 de depozitare, fatd de ziua incapsularii.
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In concluzie putem afirma c& procesul de decolorare a pudrelor este strans legat de
matricea de incapsulare si materialul incapsulat.

Parametrul a* reprezinta culoarea rosie/verde si reflecta reactiile de oxidare din pudre pe
durata pastrarii. Pentru pudra P1 continutul total de carotenoide prezinta valori de 2,13 + 0,03 mg
CT/g s.u., fiind valori mai mari fatd de pudra P2 de 1,14 + 0,04 mg CT/g s.u. Probabil continutul
mai mare de compusi carotenoidici din pudra a dus la o deteriorare mai lenta a culorii pulberilor

Cu aproximativ o unitate, timp de 270 de zile de stocare.
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Figura 5.10. Stabilitatea parametrului a* timp de 270 zile pentru pudrele P1 si P2

La fel in cazul parametrului de culoare L*, definirea parametrul a* depinde de materialele
de incapsulare si compusii incapsulati.
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Figura 5.11. Stabilitatea parametrului b* timp de 270 zile pentru pudrele P1 si P2

Masuratorile parametrilor de culoare efectuate in timp arata o scadere semnificativa a
parametrului b* (p <0,05), care poate fi corelata cu variatia eficientei de incapsulare. Acest lucru
se poate datora eliberarii compusilor din matrice care au dus la degradarea intensitatii culorii
galbene. Pe de alta parte cresterea intensitatii parametrului L*-luminozitatea, de asemenea poate
influenta nuanta de galben din pudrele microincapsulate. Valorile parametrului b* prezentate n
Figura 5.11 arata o intensitate ridicata a culorii galbene initiald pentru ambele pulberi P1 si P2
datorita prezentei carotenoidelor si flavonoidelor din extract, avand o valoare usor mai mare pudra
P2.
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5.6.5. Analiza morfologica si structurala a pudrelor de catina utilizand microscopia
confocala cu laser

Analiza prin microscopia confocala cu laser a celor doua probe (Figura 5.12 si Figura 5.13)
a vizat clarificarea aspectului morfologic si structural al pulberilor in functie de metoda de
extractie. Pentru analiza probelor, au fost folosite urmatoarele lasere: laserul Ar (458, 488 si 514
nm) si DSSP (diode in stare solidad pompate cu A=561 nm, deoarece datele din literatura indica
intervale de absorbtie a carotenoidelor de 448, 476 si 505 nm (Katoh si colab., 1991; Marinova si
colab., 2007).

Carbohidratii utilizati, in cazul nostru CMC, introdusi in matricile de microincapsulare au
prezentat absorbanta intre 300 si 400 nm care au fost masurati de laserul cu dioda (405 nm).

S-au format biofilme fine (marcate in albastru sau verde in functie de raportul dintre IPZ si
biopolimerul polizaharidic) (Figura 5.12). In cadrul matricei de biopolimeri, pot fi vazuti mai multi
pigmenti (in galben-portocaliu) microsferozomi (1-2pm) ancorati in pulberea microincapsulata.
Interactiunea dintre pigmentii vegetali din fructele de catind cu compusii polizaharidici din
microcapsule nu a provocat modificari asupra absorbantei spectrului.

Analiza confocala a probelor dupa colorarea fluorescenta cu colorant Rosu de Congo a
relevat prezenta compusilor biologic activi din extractele de fructe de catina sub forma de
sferozomi (marcati in verde) cu diametre diferite cuprinse intre 3,83 si 215,78 ym. Colorantul
Rosu de Congo leaga B-D-glucanii intacti din matricile biopolimerice (McDonald si colab., 2012),
precum si peptidele din IPZ(izolat proteic din zer), marcandu-le in figura de mai jos in portocaliu
(Figura 5.13).

Figura 5.12. Imaginile obtinute la microscopul confocal cu scanare laser (MCSL) ale
pulberilor native neprelucrate
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Figura 5.13. Imaginile obtinute la microscopul confocal cu scanare laser (MCSL) ale
pulberilor cu colorantul fluorofor

Sferozomii mici (<25 pm) sunt vizualizati in pudra P1, in timp ce in pudra P2 sunt de
dimensiuni medii. Pudra P2 a prezentat un numar mare de sferozomi de dimensiuni medii, bine
individualizati, cu tendinta de grupare in clustere si bine stabilizati in matricea folosita de IPZ si
CMC.

5.6.6. Digestibilitatea in vitro a pudrelor obtinute din extract de catina

S-a studiat digestibilitatea pudrelor de ctina incapsulate, in conditii de digestie in vitro. Tn
Figura 5.14 si Figura 5.15 este reprezentat procentul de eliberare a CT(caroteni totali), BC(B-
caroteni) si LC(licopen) din pulberile P1 si P2 la nivel gastrointestinal.
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Figura 5.14. Continutul de compusi lipofili eliberati din pudra P1 (a) si pudra P2 (b) in
timpul digestiei gastrice in vitro

Rezultatele obtinute pentru digestibilitatea in vitro realizatd in suc gastric simulat au aratat
ca materialele de incapsulare prezinta un efect protector asupra compusilor lipofili, in special in
cazul pudrei P1. Cu toate acestea, a fost observata o usoara eliberare a compusilor lipofili pentru
ambele pulberi in sucul gastric simulat. Continutul de licopen in pudra P1 dupa 120 minute de
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digestie a prezentat cea mai mare eliberare dintre toti compusii analizati fiind de 11,33 + 0,11%
(Figura 5.14a).
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Figura 5.15. Continutul de compusi lipofili eliberati din pudra P1 (a) si pudra P2 (b) in timpul
digestiei intestinale in vitro

B-carotenul si carotenoidele totale eliberate dupa 120 de minute de digestie gastrica au avut
valori de 8,12 + 0,1% si respectiv de 6,33 + 0,12%. Tn cazul pudrei P2, B-carotenul a prezentat
cea mai mare eliberare din toti compusii analizati avand valori de 27,97 + 0,26% dupa 120 de
minute (Figura 5.14b).

in conditiile digestiei intestinale simulate, rezultatele aratd ca se elibereaza o cantitate
maxima de compusi lipofili dupa 120 minute de digestie (Figura 5.15). Astfel, pudra P1 a prezentat
valori de 55,59 * 0,99%, 63,14 + 1,3% si 68,36 + 0,62% pentru eliberarea BC, CT si LC, dupa
120 de minute de digestie (Figura 5.15a). Pudra P2 a prezentat valori ale eliberarii compusilor
mai mari de 68,98 + 0,41% pentru B-caroteni, 73,86 + 1,03% pentru caroteni totali si 78,01 +
0,91% pentru licopen dupa 120 de minute de digestie (Figura 5.15b). Rezultatele sunt in acord
cu alte studii prezente in literatura de specialitate.

5.7.  Concluzii partiale

Obiectivul principal al acestui studiu a fost de a valorifica extractele bogate in compusi
bioactivi din fructele de catina, precum si configurarea unor modalitati de crestere a stabilitatii i
biodisponibilitatii compusilor bioactivi din fructele de catina. Compusii biologic activi din fructele
de catina Hippophae rhamnoides L. au fost extrasi utilizdnd metoda de extractie asistata de
ultrasunete. Rezultatele obtinute au permis elaborarea urmatoarelor concluzii:

S-au folosit diferiti solventi polari pentru a extrage o cantitate cat mai mare de compusi
bioactivi lipofili si hidrofili. Extractia compusilor bioactivi a fost realizata cu un amestec de solventi
precum acid acetic glacial, acetona, apa pentru E1 si apa pentru extracul E2. Prin adaugarea de
acid acetic si acetona in apa, s-au obtinut valori mai ridicate ale continutului de carotenoide si
polifenoli totali in extractul E2.

Profilul cromatografic al ambelor extracte a relevat prezenta a cinci compusi lipofili,
zeaxantina fiind in concentratia cea mai mare. In urma separarii si identificarii cromatografice a
carotenoidelor din extractul de fructe de catina cei doi compusi cu concentratie majoritara au fost
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zeaxantina si B-carotenul. De asemenea in ambele extracte au fost identificate licopenul, B-
criptoxantina si astaxantina in ordinea descrescatoare a concentratiei.

Pentru a creste stabilitatea si biodisponibilitatea compusilor bioactivi, ambele extracte au
fost incapsulate intr-o matrice de incapsulare compusa din CMC si IPZ. Pentru a obtine pulberile
cu extract de catina a fost utilizata tehnica de incapsulare coacervarea complexa, urmata de
liofilizare. Caracterizarea compusilor fitochimici a aratat ca ambele pulberi au prezentat un
continut ridicat de compusi bioactivi lipofili si hidrofili. Desi pulberea P2 a prezentat cea mai mare
eficientd a incapsularii, pulberea P1 s-a remarcat prin cel mai mare continut in compusi
fitochimici.

Pulberea P2 a prezentat cea mai mare intensitate a culorii galbene, fiind corelata cu
continutul ridicat de compusi bioactivi. Imaginile obtinute prin microscopie confocala, au dezvaluit
ca tehnica de coacervarea complexa si liofilizare a condus la obtinerea unor microcapsule
scalariforme. Din analiza MCSL se poate afirma faptul ca, compusii bioactivi din catina au structuri
complexe sub forma unor microsferozomi de culoare galben-portocaliu(dupa colorare).
Sferozomii identificati in pudra P1 au avut dimensiuni mici de 25 pym, in timp ce in pudra P2,
sferozomii au prezentat dimensiuni medii, evidentiati prin tendinta de formare a unor clustere in
matricea de izolat proteic din zer si carboximetilceluloza.

S-a realizat de asemenea digestibilitatea in vitro a pudrelor din catina pentru a testa
functionalitatea acestora. Ambele pulberi au prezentat o eliberare substantial mai mare a
compusilor lipofili in sucul intestinal simulat, insa la pudra P2 s-a remarcat cea mai mare eliberare
de compusi bioactivi. Aceaste rezultate sugereaza ca, in ciuda diferentelor dintre pulberi, ambele
ar putea fi utilizate in aplicatii alimentare ca posibili agenti de livrare a compusilor bioactivi tinta
(carotenoide si polifenoli).

Rezultatele obtinute pot oferi dovezi cu privire la modul in care compusii biologic activi vizati
din catina pot fi utilizati in dezvoltarea ingredientelor functionale pentru aplicatii multiple. Pulberile
obtinute exercita activitati biologice demonstrate in acest studiu si acestea le fac potrivite pentru
aplicatii multiple ca ingrediente cu valoare adaugata, putand fi utilizate cu succes in industria
alimentara, industria textila, cosmetica si farmaceutica.
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CAPITOLUL 6. UTILIZAREA UNOR INGREDIENTE iINCAPSULATE PE BAZA DE
CAROTENOIDE EXTRASE DIN CATINA PENTRU OBTINEREA SOSULUI DE
MAIONEZA CU VALOARE ADAUGATA

6.1 Introducere

In ciuda tuturor avantajelor si beneficiilor pe care le aduce imbogétirea alimentelor cu
extracte vegetale, incorporarea directa a extractelor de plante de catina in alimentele procesate
este inca o provocare. Conditiile actuale de procesare ale alimentelor precum si interactiunea cu
alti constituenti ai alimentelor pot conduce la degradarea carotenoidelor. Tehnica de incapsulare
este cea mai buna abordare pentru a le creste stabilitatea si biodisponibilitatea compusilor
biologici activi. Procesul de incapsulare a fost definit ca fiind un proces care asigura stabilitatea
unei substante specifice prin captarea acesteia intr-un alt material, evitand astfel contactul cu
orice factor extern care poate duce la degradare (de Freitas Santos si colab., 2021).

Sosurile sunt consumate in intreaga lume si sunt asociate cu diverse alimente datorita
influentei lor pozitive asupra gustului si culorii. Cel mai cunoscut sos este maioneza. Maioneza
reprezinta o emulsie rece ulei-in-apa (U/A) compusa in principal din galbenus de ou si ulei
vegetal. Din punct de vedere nutritional, are valoare energetica ridicata datorita grasimilor folosite,
dar aduce si vitamine, proteine si minerale (Khalid, si colab.,2021).

Maioneza este bogata in acizi grasi nesaturati, ceea ce o face sensibila la procesul de
oxidare. Acest proces ar putea elibera compusi toxici, cum ar fi radicalii liberi, care pot afecta
sanatatea consumatorului, proprietatile senzoriale si stabilitatea in timpul depozitarii. Oxidarea
maionezei ar putea fi prevenitd prin adaugarea de antioxidanti naturali din extracte de plante
(Khalid, si colab.,2021).

6.2 Obiectivele studiului

Obiectivele stiintifice ale prezentului studiu au fost:

e Extractia carotenoidelor din fructele de catina, urmata de caracterizare privind continutul
fitochimic si activitatea antioxidanta.

 Incapsularea extractelor de catina prin coacervare complexa si liofilizare folosind diferite
matrici de incapsulare. Pulberile obtinute au fost caracterizate in ceea ce priveste eficienta
incapsularii, continutul fitochimic, activitatea antioxidanta, stabilitatea la depozitare,
culoarea, structura morfologica si digestibilitatea in vitro.

e Obtinerea unui sos de maioneza cu valoare adaugata prin incorporarea pudrei de catina
si caracterizarea acestuia. Probele de maioneza obtinute au fost caracterizate din punct
de vedere al compusilor fitochimici si al activitatii antioxidante precum si din punct de
vedere al proprietatile lor de textura, culoare si senzoriale dar si stabilitatea compusilor
fitochimici la depozitare.

6.8 Rezultate si discutii
6.8.1 Caracterizarea fitochimica a extractului de fructe de catina

Carotenoidele din fructele de catina au fost extrase prin metoda asistata cu ultrasunete,
folosind ca solventi o combinatie de etanol si hexan. Extractul (E) rezultat a fost analizat fitochimic
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si, in continuare, Tncapsulat in doua matrici de incapsulare diferite compuse din IPZ si CMC pe
de o parte si alginat, agar si chitosan pe de alta parte. Astfel, au rezultat doua pulberi, codificate
P1 si respectiv P2.

A fost cuantificat continutul total de carotenoide din extractul de fructe de catina cu o valoare
de 32,33 £ 1,52 mg CT/g s.u. si o activitate antioxidanta utilizand metoda de captare a radicalului
liber ABTS de 422,03 + 1,33 uM Trolox /g s.u. extract.

6.8.2 Caracterizare fitochimica a pudrelor de catina

In prezentul studiu, compusii biologic activi din extract au fost incapsulati prin coacervarea
complexa, urmata de uscare prin liofilizare. Pudrele obtinute au fost caracterizate fitochimic si din
punct de vedere al eficientei de incapsulare.

Continutul total de carotenoide

Din analiza rezultatelor obtinute prezentate in Figura 6.2, se observa ca utilizarea
combinatiei de matrici de incapsulare ca alginat, agar si chitosan (P2) a captat cantitati mai mari
de carotenoide din extractul de catina, prezentand si valori a eficientei de incapsulare (EE)
semnificativ mai mari in comparatie cu varianta P1 cu izolat proteic din zer si carboximetilceluloza
(p <0,05).
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Figura 6.2. Continutul de carotenoide totale al celor doua pudre P1 si P2

Astfel, s-au obtinut valori de 2,20 + 0,13 mg CT/g s.u. si 2,89 + 0,02 mg CT/g s.u. pentru
carotenoidele totale.

Activitatea antioxidanta

Aceasta diferenta a continutului de carotenoide dintre cele doua pudre se reflecta si in
activitatea antioxidantd a pudrelor (Figura 6.3). In ceea ce priveste activitatea antioxidanta,
pudrele P1 si P2 au prezentat valori de 383,73 + 2,14 pM Trolox/g s.u. pentru pudra P1 si,
respectiv, 454,04 + 3,67 uM Trolox/g s.u. pentru pudra P2.
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Figura 6.3. Activitatea antioxidanta a celor doua pudre P1 si P2 obtinute din extractul de catina
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Figura 6.4. Eficienta de incapsulare a celor doua pudre P1 si P2 obtinute din extractul de catina

Ambele pudre au prezentat valori de 44,78% pantru pudra P1 si respectiv de 61,17% pentru
pudra P2, pentru eficienta de incapsulare a carotenoidelor (Figura 6.4).

6.8.3 Analiza structurii morfologice a microcapsulelor prin MCSL

Morfologia microcapsulelor a fost evaluata prin microscopie cu scanare laser punct cu
punct, iar imaginile 3D rezultate sunt prezentate in Figura 6.5.

in forma nativa, s-au format biofilme fine de culoare albastra sau verde in functie de raportul
de IPZ sau de polizaharide. Carotenoidele din extractul de catina s-au ancorat in matricea de
incapsulare sub forma de microsferozomi de culoare galben pana la portocaliu (1-2 um) (Figura
6.5 a, b).
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Figura 6.5. Imaginile microscopiei de scanare laser confocala (MCSL) ale pulberilor
native, necolorate (a, b) si colorate cu fluorofor (c, d)

Dupa colorarea pudrelor cu fluorofor Rosu de Congo (Figura 6.5 c, d), carotenoidele din
extract apar sub forma de sferozomi verzi de dimensiune medii de 7,56 um pana la 75,55 pm in
ambele pulberi. Compusii carotenoidici sunt bine individualizati si stabili Tn matricele de
incapsulare, dar cu tendinta de a se grupa in clustere. Rezultatele sunt in concordanta cu eficienta
de incapsulare a carotenoidelor pentru pudra P2, de unde se observa ca matricile utilizate au
expus noi situsuri de legare hidrofobe pentru carotenoide, asigurand o incapsulare mai eficienta
a compusilor biologic activi ai catinei.

6.8.4 Analiza culorii pudrelor de catina

Parametrii de culoare ai pudrelor sunt prezentati in Tabelul 6.1. S-au observat diferente
semnificative intre pulberi pentru toti parametrii colorimetrici analizati (p < 0,05). Aceste constatari
sugereaza ca matricea de incapsulare a avut o influenta notabild asupra culorii pulberilor (p <
0,05).

Valorile L* si b* sugereaza ca ambele pulberi au o luminozitate si un galben mai intens
specifice culorii compusilor carotenoidici. Se poate afirma faptul ca utilizarea combinatiei de
polizaharide precum alginat, agar si chitosan, in calitate de material pentru incapsulare a conferit
o nuantd de galben semnificativ mai mare in comparatie cu izolatul proteic din zer si
carboximetilceluloza (p < 0,05).
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Tabel 6.1. Parametrii colorimetrici pentru cele doua pudre testate
Parametrii colorimetrici

Proba
L* a* b*
P1 73,58 + 0,04 8,99 + 0,022 52,41 + 0,59°
P2 92,09 + 0,642 4,28 + 0,05° 62,45 + 1,472

L* -luminozitate, a* - rosu, b*-galben; Mediile de pe fiecare coloana care nu au in comun o litera la
exponent sunt semnificativ diferite conform testului Tukey, p < 0,05.

Astfel, P2 reprezinta cea mai deschisa si cea mai galbena proba dintre cele doua obtinute,
desi parametrul a*(culoarea rosie) are o valoare de numai 4,28 + 0,05. In plus, valoarea
parametrului b*(galben) a pulberii P2 in comparatie cu pudra P1 poate fi corelatd cu concentratia
mai mare de carotenoide (p< 0,05). Valoarea pozitiva a parametrului b* poate fi asociata cu
continutul de caroteni care imprima fructelor de catind o coloratie galben-portocalie, nuanta
imprimata de extractul de catina si in pudra de fructe de catina si mai apoi si in sosul de maioneza.

Digestibilitatea simulata in vitro a carotenoidelor totale din pudre

Procentul de carotenoide eliberate in timpul digestiei gastrointestinale simulata in vitro timp
de doua ore este prezentat in figura 6.6. O eliberare semnificativa a carotenoidelor din matrice a
fost observata in faza gastrica pentru pudra P2, cu un maxim de 32,07 + 0,05 % dupa 60 de
minute de digestie (Figura 6.6a). Pudra P1 a prezentat cea mai mare stabilitate in faza gastrica
simulata, avand o eliberare maxima de carotenoide de 4,94 + 0,07 % dupa 120 min de digestie
(Figura 6.6.b). Se observa ca, desi pudra P2 a prezentat cea mai mare eficientd de incapsulare,
are o stabilitate putin mai mica in SGS (suc gastric simulat) in comparatie cu pudra P1.

Carotenoidele din ambele pulberi au fost eliberate treptat in mediul intestinal (Figura 6.6.b).
Pudra P1 a prezentat o eliberare maxima de 82,47 £ 0,22 %, in timp ce P2 a prezentat o eliberare
de numai 47,14 £+ 0,44 % dupa 2 ore de digestie. Prin urmare, microincapsularea carotenoidelor
intr-un amestec de proteine si polizaharide a intarziat eliberarea compusilor in faza gastrica si a
imbunatatit-o in faza intestinala.
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Figura 6.6. Eliberarea totald de compusi carotenoidici din pudre in timpul digestiei
gastrice (a) si intestinale(b) simulate in vitro
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6.8.5 Stabilitatea compusilor fitochimici si a culorii pudrelor de catina

Pentru evaluarea stabilitatii carotenoidelor microincapsulate din catina, pudrele au fost
pastrate la intuneric, la temperatura de 4 °C timp de 90 de zile. La fiecare 30 de zile, s-au masurat
continutul total de carotenoide, activitatea antioxidanta si parametrii de culoare. In Figurile 6.8. si
6.9 sunt prezentate datele obtinute la caracterizarea fitochimica a pulberilor depozitate timp de
90 de zile la intuneric si la temperatura de 4 °C.

Analizand datele din Figura 6.7. si cele din Figura 6.8. se observa ca exista o variatie a
continutului total de carotenoide si a valorii activitatii antioxidante pe parcursul celor 90 de zile de
depozitare.

In ambele probe a avut loc o degradare semnificativa a carotenoidelor (p < 0,05) (Figura
6.8.). Astfel, la pudra P1 s-a observat o scadere a continutului de CT de 30% si de 13% a activitatii
antioxidante, probabil din cauza procesului de oxidare. O scadere semnificativa a continutului de
CT si a activitatii antioxidante a fost de asemenea observata si in cazul pudrei P2 de aproximativ
13% pentru continutului de CT, respectiv 11 % pentru activitatea antioxidanta (p < 0,05).
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Figura 6.7. Stabilitatea la depozitare a continutului de carotenoide totale din pudrele
analizate (P1 = pulbere cu 2 % WPI si 2 % CMC; P2 = pulbere cu 4 % alginat, 1% agar si 4%
chitosan)

Din datele prezentate in Figura 6.8. se poate observa, de asemenea, ca amestecul de
poliglucide din matricea de incapsulare a pudrei P2 a avut o stabilitate mai buna in comparatie
cu amestecul format din proteine si polizaharide a pudrei P1. Rezultatele obtinute sunt conforme
cu alte studii care au raportat degradarea carotenoidelor dupa depozitarea extractelor de plante
microincapsulate.

Stabilitatea la depozitare a pudrelor este in concordanta cu degradarea colorimetrica a
parametrului b* si scaderea activitatii antioxidante.

Din Figura 6.7. si Figura 6.8. se poate observa ca dupa 90 de zile de depozitare, pudra P2
ramane pudra cu cea mai mare activitate antioxidanta si continut total de carotenoide.
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Figura 6.8. Evolutia activitatii antioxidante a pudrelor analizate (P1 = pulbere cu 2 % WPI
si 2 % CMC; P2 = pulbere cu 4 % alginat, 1% agar si 4% chitosan) in timpul depozitarii

Evaluand activitatea antioxidanta a pudrelor P1 si P2 in perioada de depozitare (90 zile) la 4°C
la intuneric, s-a observat o reducere a AA pentru pudra P1 de 13% si respectiv 11% pentru pudra
P2.

Au fost masurate si modificarile parametrilor de culoare in timpul depozitarii pudrelor P1 si
P2, acestea fiind prezentate in Tabelul 6.2. Datele prezentate in Tabelul 6.2. sugereaza faptul ca
atat perioada de depozitare cat si natura agentului de incapsulare au influentat semnificativ
modificarea parametrilor de culoare in ambele pulberi analizate. De asemenea s-a observat si
vizual o degradare treptata a culorii galbene in ambele pudre pe parcursul a 90 de zile de
depozitare, evidentiata prin scaderea semnificativa a valorilor parametrului b* (p < 0,05).

Tabel 6.2. Stabilitatea culorii pudrelor testate dupa 90 de zile de depozitare

Pudra Perioada de Parametri colorimetrici
depozitare, zile L* a* b*
0 73,58 + 0,04¢ 8,99 + 0,02° 52,41 + 0,592
30 78,02 + 0,14° 9,35 +0,36° 50,37 + 0,512
P1 60 90,53 + 0,052 9,43 +0,35b 48,61 + 0,55°
90 91,30 + 0,522 10,93 + 0,892 45,64 +0,47°¢
0 92,09 + 0,64° 4,28 + 0,05¢ 62,45 + 1,472
30 92,88 + 1,08 5,32 +0,31¢ 60,67 + 0,382
P2 60 92,40 + 0,55° 6,43 £ 0,19° 59,42 + 0,312
90 98,82 + 1,012 6,94 + 0,042 58,26 + 0,50°

L* -luminozitate, a* - parametru responsabil de culoarea rosie, b*- parametru responsabil de
culoarea galbena; Mediile de pe fiecare coloana care nu au in comun o litera la exponent sunt
semnificativ diferite conform testului Tukey, p < 0,05.

Cu toate acestea, luminozitatea L* si parametrul a* specific ambelor pudre au crescut
semnificativ in timpul perioadei de depozitare (p < 0,05).

In prezentul studiu pentru pudra P1, valoarea parametrului b* (galben) a scazut cu 13%, in
timp ce la pudra P2 reducerea a fost de numai 7%. Degradarea parametrului b* (galben) este
corelata direct cu degradarea compusilor carotenoidici din pudre si cu activitatea antioxidanta. in
schimb, luminozitatea si parametrul a* (rosu) au prezentat valori mai ridicate cu 20% si 18% in
cazul pudrei P1 si cu aproximativ 9% si 38% in cadrul pudrei P2.

33



Valorificarea unor compusi biologic activi din catina prin dezvoltarea unor produse alimentare cu

valoare adaugata

30
20 I

10

Parametrul AE
}

P1 P2

M initial 30 zile 60 zile 90 zile

Figura 6.9. Evolutia modificarii totale a culorii (AE) a pudrelor analizate in timpul
depozitarii

Modificarea totala a culorii (AE) in timpul depozitarii pudrelor este prezentata in figura 6.9.
din care se poate concluziona ca ambele pudre au suferit o transformare de culoare pe durata
pastrarii probelor. Aceasta poate fi corelata cu procesul de oxidarea a carotenoidelor din pudre si
eficienta de incapsulare a substantelor bioactive.

Pudra P2 incapsulata cu alginat, agar si chitosan a fost mult mai stabila din punct de vedere
colorimetric la depozitare.

6.8.6 Caracterizarea fizico-chimica a maionezei cu valoare adaugata

Maioneza este cu siguranta unul dintre cele mai cunoscute, apreciate si consumate sosuri
la nivel mondial. Tn studiul nostru, sosul de maioneza a fost obtinut prin adaugarea in reteta
clasica a diferitelor procente de extract de catina microincapsulat. Pulberea selectata pentru
introducerea in produsul inovativ a fost pudra P2. Astfel, au fost obtinute trei variante de sosuri
de maioneza cu pudre: 0%, 2,5% si 5 %, codificate astfel: M — 0 % pulbere; M1 — 2,5 % pulbere;
M2 — 5 % pudra.

Toate probele au fost analizate din punct de vedere al caracteristicilor fizico-chimice si
fitochimice, rezultatele fiind prezentate in Tabelul 6.3. si respectiv in Tabelul 6.4.

Rezultatele prezentate in Tabelul 6.3. indica faptul ca sosurile de maioneza obtinute cu
adaos de pudra de catina se caracterizeaza printr-un continut de proteine semnificativ mai mic in
comparatie cu sosul de maionez& obtinut conventional (p < 0,05). In schimb, nu se inregistreaza
modificari ale continutului de carbohidrati si de lipide ale sosurilor cu valoare adaugata, fiind
similare cu continutul de carbohidrati si de lipide ale probei martor. In ceea ce priveste valoarea
energetica a probelor analizate, se constata o scadere de numai 1,53 % la probele cu concentratii
mai mari de pulbere. Cu toate acestea, valorile energetice ale tuturor variantelor sunt destul de
apropiate.
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Tabel 6.3. Caracteristicile fizico-chimice ale maionezei cu valoare adaugata

Caracteristici fizico-chimice Martor M L M 2
(M) (2,5%) (5%)
Proteine, g/100 g 8,06 +0,07° 6,94 + 0,02° 6,93 + 0,04°¢
Lipide, g/100 g 72,02 + 0,202 72,72 + 0,322 71,30 + 0,242
Carbohidrati, g/100 g 2,45 +0,21¢ 2,09 +0,21¢ 2,61 +0,05¢
Umiditatea, g/100 g 15,58 + 0,04° 16,28 + 0,10° 16,98 + 0,12°
Cenusa, g/100 g 1,84 +0,02¢ 1,96 + 0,04¢ 2,16 +0,21¢
Valoarea energetica, %
Kcal 713,24+ 0,74° 713,34+ 2,30° 702,29+ 2,71°
Kj 2984,20 + 3,137 2984,61 £ 9,622 2938,38 + 11,332

Mediile de pe fiecare linie care nu au in comun o litera la exponent sunt semnificativ diferite
conform testului Tukey, p < 0,05.

Umiditatea este un factor important care trebuie determinat in analiza alimentelor, deoarece
afecteaza rezultatul final si performanta emulsiei maionezei. In plus, umiditatea reprezintd o mare
valoare economica pentru producatori, deoarece este un factor de calitate in conservarea unor
produse care afecteaza stabilitatea acestora, fiind un parametru esential pentru determinarea
valorii nutritive a alimentelor (Nielsen si colab., 1998). Conform literaturii de specialitate, valoarea
maxima a umiditatii in maioneza este de 30%. Dupa cum se poate observa din tabelul 6.3 aceste
valori sunt mai mici si au crescut odata cu cresterea concentratiei de pudra adaugata la probele
de maioneza M1 si M2 fatd de proba martor M, in timp ce valoarea energetica a scazut cu
aproximativ 60 kJ pentru 100g produs, datorita scaderii cantitatii de lipide si proteine in probele
de maioneza.

6.8.7 Caracterizarea fitochimica a maionezei cu valoare adaugata

Caracteristicile fitochimice ale sosurilor de maioneza atat pentru proba martor cat si pentru
probele cu valoare adaugata sunt prezentate in Figura 6.10 si in Figura 6.11. Astfel, se observa
faptul ca adaosul de pudra de catina in sosurile de maioneza obtinute a condus la cresterea

continutului de carotenoide totale in comparatie cu sosul de maioneza martor.
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Figura 6.10. Continutul de carotenoide totale pentru probele de sosuri de maioneza analizate

Dupa cum era de asteptat, exista o crestere semnificativa a concentratiei de carotenoide si
a valorii activitatii antioxidante pe masura ce creste cantitatea de pudra adaugata (p < 0,05).
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Astfel, variantele de maioneza au prezentat un continut de CT cu valori cuprinse intre 0,26 + 0,07
mg CT/100 g s.u. si 1,85 + 0,04 mgCT/100 g s.u. in ceea ce priveste activitatea antioxidanta,
aceasta a crescut de la 9,99 + 0,60 uM Trolox/g s.u. la 293,38 + 2,77 uM Trolox/g s.u.
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Figura 6.11. Activitatea antioxidanta a probelor de sosuri de maioneza analizate
Continutul de compusi fitochimici (carotenoide totale) si activitatea antioxidanta determinata
prin metoda de captare a radicalului liber ABTS ale probelor de sos de maioneza cu valoare
adaugata sunt prezentate in Tabelul 6.4.

Tabel 6.4. Caracteristicile fitochimice ale probelor de maioneza cu valoare adaugata

C . . Martor M1 M2
Caracteristici fitochimice (M) (2,5%) (5%)
CT, mg /100 g s.u. 0,26 + 0,07° 1,23 +0,15° 1,85 + 0,04°
Activitate antioxidanta, 9,99 + 0,602 152,05 + 0,412 293,38+ 2,772

MM Trolox/g s.u.
Mediile de pe fiecare linie care nu au in comun o litera la exponent sunt semnificativ diferite
conform testului Tukey, p < 0,05.

Rezultatele prezentate in Tabelul 6.4. confirma valoarea adaugata a sosurilor de maioneza
cu pudrad de catina prin cresterea continutului de caroteneni totali si, respectiv, a activitaii
antioxidante.

6.8.8 Analiza culorii maionezei cu valoare adaugata

Sosurile au fost analizate si din punct de vedere al parametrilor colorimetrici CIELab.
Rezultatele au fost exprimate ca parametrii L* (luminozitate), a* (tendinta spre rosu sau verde) si

b* (tendinta spre galben sau albastru). Tabelul 6.5. prezinta valorile parametrului CIELab pentru
sosurile de maioneza analizate.

Tabel 6.5 Caracteristicile de culoare ale probelor de maioneza cu valoare adaugata

Proba L* a* b*
M 65,67 + 0,622 -1,01 £0,132 30,23 £ 1,25°
M1 (2,5%) 61,08 £ 1,07 -0,53 + 0,02° 42,93 +0,81°
M2 (5%) 54,34 +1,23° -0,34 £ 0,02°¢ 57,36 + 1,502

L* -luminozitate, a* - rosu, b*-galben; Mediile de pe fiecare coloana care nu au in comun o litera la
exponent sunt semnificativ diferite conform testului Tukey, p < 0,05.
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Cresterea semnificativa a valorii b* odata cu cantitatea de pulbere adaugata sugereaza o
tendinta spre galben oferita de compusii biologic activi din pudrele utilizate ca ingredient functional
(p <0,05). Cu toate acestea, se observa o scadere semnificativa a luminozitatii odata cu cresterea
concentratiei de pulbere si o tendinta de inverzire (Tabel 6.5). De asemenea luminozitatea L* a
avut o usoara descrestere.

Cresterea intensitatii culorii galben odata cu cresterea concentratiei de pudra poate fi
observata si in Figura 6.12.

Figura 6.12. Probele de sos tip maioneza: M - sos fara adaos de pudra, M1 si M2 - sos
tip maioneza cu adaos de 2,5 si 5% (g/g) pudra din extract de catina

Reprezentarea grafica a modificarii totale de culoare (AE) este reprezentata in Figura 6.13.
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Figura 6.13 Modificarea totala a culorii (AE) a probelor de sosuri de maioneza
analizate

Modificarea totala a culorii
(AE)

Atunci cand AE > 1 inseamna ca diferenta de culoare este perceptibila pentru ochiul uman
(Droztowska si colab.,2020). Valoarea diferentei de culoare (AE) in probele de maioneza obtinute
a crescut odata cu concentratia de pudra adaugata, astfel AE a fost mai mare pentru maioneza
cu adaos de 5% de pudra de catina. Constatarile noastre au aratat ca adaosul de pudra de catina
in probele M1 si M2 a cauzat schimbarea perceptibila a culorii in probele de maioneza. in plus,
aceste rezultate au fost confirmate odata cu evaluarea senzoriald, deoarece proba M2 a avut cel
mai mare punctaj din partea degustatorilor in ceea ce priveste culoarea.
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6.8.9 Analiza texturii maionezei cu valoare adaugata

Pentru a estima impactul pulberilor asupra texturii sosului de maioneza, fermitatea,
aderenta, coeziunea si masticabilitatea au fost testate folosind metoda TPA. Rezultatele acestor
parametri sunt prezentate in Tabelul 6.6.

Adaugarea de pulbere a determinat valori mai mari ale fermitatii in sosul de maioneza
comparativ cu proba martor (Tabelul 6.6.), din cauza compusilor stabilizatori din matricea de
incapsulare. Proba martor a aratat o porozitate mai mare in comparatie cu celelalte variante, ceea
ce a condus la o rezistenta semnificativ mai mica in timpul compresiei (p < 0,05). Coezivitatea
care exprima rezistenta legaturilor interne care dau consistenta produsului, a fost intr-o usoara
scadere fata de proba martor si se datoreaza cresterii concentratiei de pudra inglobata in sosul
de maioneza.

Tabel 6.6. Caracteristicile texturale ale maionezei cu valoare adaugata

Parametrii texturali M (2'\,/|501/0 ) ('g/l()/f )
Fermitate, N 0,22 +0,01¢ 0,23 +0,03¢ 0,34 +0,03¢
Aderenta, mJ 1,63 +0,15° 2,32 +0,12° 3,41 +0,38°
Coezivitate 0,68 £ 0,02° 0,65 £ 0,03¢ 0,62 £ 0,05°
Elasticitate, mm 11,13 +0,212 10,67 £ 0,742 10,98 £ 0,322

Mediile de pe fiecare linie care nu au in comun o litera la exponent sunt semnificativ diferite
conform testului Tukey, p < 0,05.

In studiul nostru, s-a remarcat, de asemenea, cd adaugarea de pulbere a condus la o
aderenta imbunatatitd. Din punct de vedere al coeziunii si elasticitatii, nu s-au observat diferente
semnificative odata cu adaugarea de pulbere (p > 0,05).

Aderenta este importanta pentru un sos in conditiile Tn care sosul sa se lipeasca mai putin
de cutit si sa poata fi intins cu usurinta, sau pentru salate in calitate de ornament.

6.8.10 Analiza senzoriala a maionezei cu valoare adaugata

Din punct de vedere senzorial, sosurile au fost analizate folosind o scara hedonica cu 10
puncte bazatd pe o numerotare a unitatilor. Atributele urmarite au fost: culoare, aroma, gust,
consistenta, textura, miros, aftertaste, tartinabilitate si acceptabilitate. Analiza senzoriala a fost
efectuata la 20 °C si 45-47 % umiditate relativa. Scorurile medii obtinute in urma analizei
senzoriale sunt prezentate in Figura 6.14.

Panelistii au raportat diferente de culoare intre sosuri, sosul M2 fiind cel mai intens colorat
in galben. Sosurile de maioneza cu adaos de pudra de catina au fost evaluate ca avand un gust,
miros si culoare echilibrate. De asemenea, a fost apreciatd consistenta fina, cremoasa si pufoasa
a sosurilor de maioneza. Toate probele de maioneza obtinute au fost evaluate pozitiv de echipa
de paneligtii, nefiind perceputa aroma de catina.
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Figura 6.14. Diagrama comparativa a atributelor senzoriale specifice sosurilor: M -
maioneza fara adaos de pudra, M 1 si M 2 - maioneza cu 2,5 si 5 % adaos de pudra de catina

Acceptabilitatea poate fi corelata cu textura, tartinabilitatea, culoarea sosurilor si parametrii
reologici a sosurilor.

Nu au existat variatii semnificative in ceea ce priveste acceptabilitatea generala intre cele
trei probe de maioneza analizate. Aftertasteul sau postgustul reprezinta intensitatea gustului unui
aliment care este perceputa imediat dupa ce alimentele sunt indepartate din cavitatea bucala.
Valorile postgustului pot fi corelate cu aroma, mirosul si gustul produsului. Utilizadnd o scala
hedonica de 10 puncte pentru masurarea preferintelor alimentare, toate atributele evaluate pentru
probele de maioneza imbogatite cu pulbere cu extract de catina au fost clasificate ca fiind placute
foarte mult "imi place foarte mult" (Wichchukit si colab., 2014).

6.9 Corelarea rezultatelor

Stabilitatea pudrelor este un indice a duratei de depozitare a bioingredientelor. Din
rezultatele obtinute se poate face o corelare intre stabilitatea colorimetrica si stabilitatea
fitochimica a pudrelor de catina, ceea ce ne poate oferi un indice senzorial cu privire la degradarea
pudrelor. Din figurile 6.15, 6,16 si 6,17 se poate observa ca existd o stransa corelare intre
rezultatele stabilitatii pudrelor pe parcursul a 90 de zile de depozitare pentru indicii: continutul
total de carotenoide, activitatea antioxidanta determinata prin metoda de captare a radicalului
liber ABTS si parametrul de culoare b *(galben). Ceea ce inseamna ca pe parcursul a 90 de zile
de depozitare toti indicii si parametrii de mai sus s-au deteriorat usor.
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Figura 6.15 Corelarea activitatii antioxidante (ABTS) si a continutului total de carotenoide
pe parcursul a 90 de zile de depozitare a pudrelor de catina
Din figurile 6.15, 6.16 si 6.17 se poate concluziona ca exista o stransa corelatie intre cei trei
parametrii (continutul de caroteni totali, activitatea antioxidanta si parametrul de culoare
b*(galben).
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Figura 6.16 Corelarea continutului total de carotenoide si a parametrului de culoare b*
(galben) pe parcursul a 90 de zile de depozitare a pudrelor de catina

Aceasta corelatie depinde de conditiile de depozitare (temperatura, umiditate, pastrare la
intuneric/lumind), dar si de procesul de oxidare a compusilor liposolubili, mai exact oxidarea
enzimatica. De asemenea, pe parcursul depozitarii pudra P2 a fost mai putin influentata de
procesele de degradare in comparatie cu pudra P1 (coeficientul Pearson indica o corelare mai
mica fata de P2).
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Figura 6.17 Corelarea activitatii antioxidante (ABTS) si parametrul de culoare b*(galben)
pe parcursul a 90 de zile de depozitare a pudrelor de catina
Analiza componentelor principale (ACP) este o metoda statistica pentru a gasi relatii
intre variabile (Barbu si colab., 2015). Este utilizatd pentru a verifica relatia dintre diferite
variabile. ACP a fost utilizata pentru a gasi relatia dintre variabilele pudrei microincapsulate
din catina (ABTS, AE, L*,CT, b*).

Tabel 6.7 Matricea de corelare a componentele principale pentru pulberea de
microcapsule pe durata pastrarii timp de 90 de zile

AE L* CT b* ABTS
AE
L* 0,9967
CT 0,8293 0,8937
b* 0,7171 0,8353 0,991
ABTS 0,4947 0,6567 0,9152 0,9537

Scopul corelarii rezultatelor obtinute a fost acela de a gasi relatiile dintre urmatoarele
variabile: activitatea antioxidanta asupra radicalul liber ABTS; parametrii colorimetrici L*-
luminozitate, b*-culoarea galben, AE- modificarea totala a culorii timp de 90 de zile de pastrare
si cantitatea de carotenoide totale prin analiza componentelor principale.

Din tabelul 6.7 se observa ca toate componentele sunt bine corelate ceea ce ar sugera o
cercetare mai minutioasa privind interdependenta acestor parametri pentru a explica procesele
biochimice in procesul de depozitare a pudrelor din catina.

Rezultatele obtinute incurajeaza continuarea acestor studii privind biodisponibilitatea
carotenoidelor incapsulate in matrici de alginat, agar si chitosan.

6.10 Concluzii partiale

In acest studiu, carotenoidele din extractul de catina au fost incapsulate cu succes folosind
ca tehnici de incapsulare coacervarea complexa si liofilizarea.

Doua combinatii diferite de proteine din zer si polizaharide au fost utilizate ca agenti de
incapsulare. Cea mai mare eficienta de incapsulare a carotenoidelor a fost obtinuta pentru pudra
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P2, care a fost incapsulata doar cu biopolimeri de tip polizaharide precum agar, chitosan si
alginat.

Ambele pulberi au prezentat un continut fitochimic ridicat cu activitate antioxidanta
remarcabila. In timpul depozitarii s-a observat o usoara degradare a substantelor fitochimice, cu
cresterea luminozitatii pulberii si scaderea parametrului b* care reflecta culoarea galben.

MCSL-ul a relevat prezenta carotenoidelor ancorate in matricele de incapsulare, bine
individualizate, dar cu tendinta de a forma clustere. Ambele matrici de incapsulare utilizate au
crescut biodisponibilitatea carotenoidelor din pulberea de catina in sistemul digestiv in vitro.
Pentru a demonstra functionalitatea pudrelor de catina, au fost evaluate si adaugate ca ingredient
Tntr-un sos tip maioneza diferite procente de pudra P2.

Sosurile de maioneza obtinute au avut un continut total de carotenoide satisfacator precum
si 0 activitate antioxidanta. Analiza texturii sosurilor de maioneza a sugerat ca adaugarea de
pulbere de catind a determinat cresterea fermitatii si a aderentei. Analiza senzoriala a sosurilor
de maioneza a aratat ca panelistii au apreciat sosurile de maioneza obtinute.

Prin urmare, microincapsularea extractelor de catina si incorporarea lor in maioneza a
prezentat o metoda promitatoare de stabilizare a carotenoidelor in produsele cu valoare adaugata
obtinute. Astfel, extractele de catina pot fi considerate ingrediente valoroase pentru dezvoltarea
produselor alimentare cu valoare adaugata.
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CAPITOLUL 7. CONCLUZII FINALE

Cercetarile actuale din literatura de specialitate fundamenteaza informatiile privind structura
si functionalitatea compusilor biologic activi din catina, care variaza din punct de vedere geografic,
variabilitatii genetice, arealui de cultura, specie, etc. Aceste aspecte sunt importante si necesita
studii aprofundate datorita diversitatii, compozitiei diferite, care depind de factori exogeni de
crestere si dezvoltare a plantei in general. Fructele studiate din soiuri de catina salbatica, sunt
bogate in compusi biologic activi: polifenoli si carotenoide cu potential functional deosebit. Este
importanta evaluarea stabilitatii in timp a potentialului bioactiv a compusilor si a ingredientelor
obtinute din extractele acestor fructe, pentru a putea fi aplicate in elaborarea unor compozite
pentru utilizare in diferite ramuri ale industriilor.

Teza de doctorat a vizat studiul compusilor bioactivi din catina, din perspectiva extractiei si
caracterizarii fitochimice, a incapsularii lor, a evaluarii stabilitatii pudrelor obtinute precum si
integrarea lor in produse alimentare conferind valoare adaugata produselor obtinute. Pe baza
rezultatelor experimentale si a concluziilor partiale prezentate la finalul fiecarui capitol din teza de
doctorat intitulatd “Valorificarea unor compusi biologic activi din cé&tind prin dezvoltarea unor
produse alimentare cu valoare addugata”, au fost indeplinite toate obiectivele propuse la
inceputul tezei, iar rezultatele acestora sunt evidentiate in partea de concluzii partiale si concluzii
finale dupa cum urmeaza:

e Extractia si evaluarea compusilor biologic activi din catina au demonstrat inca o data
ca este un fruct poli-compozitional, datorita faptului ca este bogat atat in compusi
lipofili - carotenoidele cat si compusi hidrofili - polifenolii. Aceasta proprietate unica
deja demonstrata face acest fruct competitiv pe piata produselor vegetale, astfel incat
meritd s& fie promovat prin publicatii de articole, brevete de inventie si produse
comerciale derivate cu un impact major pe piata.

e Prin compararea celor trei tehnici de extractie s-a observat cd EAU combinata cu
diversi solventi polari si nepolari ofera un randament mai ridicat de eliberare a
compusilor bioactivi de interes. Pentru extractia compusilor lipofili (carotenoidele)
varianta optima a fost amestecul de acetat de etil cu h-hexan in raport (2:1), iar pentru
compusii hidrofili (polifenoli) a fost amestecul de etanol cu acetona in raport (4:3).
Extractia compusilor a fost efectuatad timp de 45 minute la temperatura de 40°C si
frecventa de 40 kHz.

» Pentru a observa selectivitatea extractiilor din punct de vedere fitochimic a fost
efectuatd extractia separata si secventiala cu diferite amestecuri de solventi utilizand
aceeasi matrice liofilizata ca sursa de compusi biologic activi. Cele mai bune rezultate
pentru extractia compusilor polifenolici au fost obtinute la extractia secventiald cu
solutie acidulata de acid formic, acetona si apa (0,35:20:80).

o Afostdemonstrata corelarea continutului de compusii hidrofili, mai exact a polifenolilor
Cu activitatea antioxidanta masurata prin capacitatea de neutralizare a radicalilor liberi
ABTS si DPPH. Cea mai buna corelare dintre CTP a fost pentru activitatea
antioxidanta masurata prin capacitatea de neutralizare a radicalului liber de ABTS, iar
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valoarea optima a fost pentru extractia secventiala. De asemenea a fost confirmat
faptul ca activitatea antioxidanta nu depinde de metoda de extractie, dar depinde de
solventii de extractie si compusii fitochimici eliberati.

e Analiza cromatografica a carotenoidelor din extractele analizate a evidentiat prezenta
a cinci compusi carotenoidici principali: astaxantina, zeaxantina, B-criptoxantina,
licopen si B-carotenul.

e Au fost dezvoltate o serie de variante de microincapsulate a extractului din fructe de
catina, prin tehnici de incapsulare prin liofilizare si coacervare complexa, utilizand ca
materiale de incapsulare polizaharide (CMC, agarul, chitosanul, alginatul) si proteine
din zer (IPZ). Ce mai mare eficienta de incapsulare a fost obtinuta pentru varianta
IPZ(2%):CMC (2%)1:1(v/v) si a avut o valoare de 87,23%.

e Pudrele cu cele mai bune caracteristici fitochimice, din punct de vedere al activitatii
antioxidante si a eficientei de incapsulare au fost alese pentru analiza prin microscopia
confocala cu laser si au prezentat valori de ordinul micrometrilor distribuiti uniform sub
forma de sferozomi bine individualizati uneori forménd clustere (dar bine fixati) n
functie de matricile folosite.

e Pudrele cu cel mai mare continut de carotenoide si eficientd de incapsulare au fost
selectate pentru evaluarea stabilitatii lor la depozitare. Asfel pe parcursul a 270 de zile
de depozitate eficienta de incapsulare a pudrelor a scazut in medie cu 10% fata de
eficienta de incapsulare initiala. A fost de asemenea testatd degradarea culorii a
variantelor de pudre din catina pe parcursul a 270 de zile (9 luni) de depozitare, care
a prezentat valori de 16% pentru parametrul b*.

e Studiile de digestibilitate in vitro au aratat cd matricile de polizaharide si proteine
protejeaza substantele biologic active incapsulate, fata de alte variante analizate, iar
in conditiile digestiei intestinale simulate, cantitatea maxima de compusi lipofili este
eliberata dupa 120 minute de digestie intestinald simulata. Cantitatea de compusi
eliberati in conditiile digestiei gastice simulate a fost mica, eliberarea acestora fiind
mai mare in sucul intestinal simulat.

e Proprietatile functionale ale pudrelor au fost testate in variantele de sos de tip
maioneza cu adaos de catind. S-a demonstrat cd maionezele obtinute cu adaos de
pudre de catind microincapsulate au valoare adaugata in ceea ce priveste activitatea
antioxidantd, continutul de carotenoide, culoarea imbunétatita, valorea nutritionala si
proprietati reologice asemanatoare cu proba martor ceea ce reprezintd un avantaj
benefic pentru consumatorii care sunt obisnuiti cu maionezele clasice.

o Valorile energetice pentru toate variantele de maioneza cét si a probei de control au
fost aproximativ egale, putem afirma ca maionezele cu valoare adaugata sunt mai
bogate in compusi carotenoidici, au o activitatea antioxidantd mai mare la aceleasi
valori energetice precum martorul.
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Analiza texturii probelor a indicat faptul ca adaosul de pudra a determinat valori mai
mari ale fermitatii in variantele de maioneza cu valoare adaugata si o aderenta
imbunatatita. Din punct de vedere al coeziunii si elasticitatii, nu s-au observat diferente
semnificative la adaugarea de pulbere comparativ cu proba martor. Aceste rezultate
sunt in concordanta cu atributele analizei senzoriale precum: tartinabilitate si textura
probelor analizate.

Analiza colorimetrica a variantelor de sosuri de maioneza a relevat ca sosul cu cea
mai mare concentratie de pudra adaugata (5%) a avut cea mai mare valoarea a
parametrului b* care la fel este in concordanta cu atributul senzorial culoarea.

Concentratia maxima de pudra adaugata in sosul de maioneza a fost de 5%, deoarece
cantitatile mai mari conduc la deprecierea calitatilor texturale si senzoriale a produsului
cu valoare adaugata.

Rezultatele obtinute in acest studiu releva faptul ca prin extragerea compusilor
bioactivi din catina se obtin extracte colorate, care au un potential ridicat de compusi
fitochimici cu activitate antioxidanta remarcabila, iar incapsularea acestora permite
obtinerea unor produse alimentare cu valoare adaugata care pot inlocui colorantii Si
aditivii sintetici din unele produse alimentare.
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CAPITOLUL 8. CONTRIBUTII PERSONALE $1 PERSPECTIVE DE CONTINUARE A

STUDIILOR

Cu ajutorul tehinicilor instrumentale aplicate si fundamentale in teza de doctorat intitulata
“Valorificarea unor compusi biologic activi din cétina prin dezvoltarea unor produse alimentare cu
valoare addugatd” au fost stabilite etapele de recuperare, stabilizare si inglobare a compusilor
bioactivi din catina. Astfel, deriva urmatoarele contributii originale:

Evaluarea comparativa a diferitor tehnici si metode de extractie din perspectiva
stabilirii parametrilor optimi pentru obtinerea compusilor lipofili (carotenoide) si
hidrofili (polifenoli) din fructele de catina liofilizate.

Caracterizarea globala si avansata a profilului fitochimic al extractelor prin utilizarea
tehnicilor de spectrofotometrie si cromatografie.

Dezvoltarea variantelor de pudre de catina prin coacervare complexa si liofilizare
obtinute din extractele de catina si evaluarea profilului fitochimic, de culoare si a
stabilitatii la depozitare a acestora, cu scopul utilizarii in tehnologia de obtinere a
produselor alimentare cu valoarea adaugata.

Valorificarea pudrelor din extract de catina, pentru obtinerea unor produse
sustenabile economic si ecologic prin aplicarea conceptului de eticheta curata la raft.

In perspectiva unor cercetari viitoare se contureazad urmatoarele:

Determinarea activitatii antimicrobiene a extractelor de catina obtinute, a
potentialului prebiotic si citotoxic al pudrelor din fructe de catina;

Utilizarea pudrelor de catinad obtinute pentru obtinerea altor produse alimentare:
produse lactate fermentate, branza Feta, umpluturi termostabile-datorita profilului
colorimetric si fitochimic accentuat, paste fainoase - posibilitate de colorare fara
adaos de coloranti si brevetarea produsele cu valoarea adaugata realizate.
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