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SUMAR

Prezenta teză de doctorat reprezintă o abordare personală cu scopul valorificării

componentelor bioactive din legume (dovleac plăcintar, rădăcina de păstârnac, varză roșie),

cu potențial pentru dezvoltarea unor produse naturale inovative.

În urma analizei în literatura de specialitate s-au stabilit cele 3 categorii de compuși cu

potențial imunostimulator (antociani, caroteni, fructani de tipul inulinei), și sursele bogate în

acești compuși, selectate pe baza unor criterii de sustenabilitate, bazate pe următoarele aspecte:

specii de plante autohtone, neexploatate sau puțin exploatate în scopurile stabilite în prezenta

teză, materii prime accesibile economic, care să aibă un conținut ridicat de compuși bioactivi

cu rol benefic în special la nivelul sistemului imunitar.

Pentru realizarea extracțiilor au fost testați diferiți parametrii de proces, precum timpul,

temperatura de extracție, raportul solvent/solid și diverși solvenți inclusiv cei prietenoși cu

mediul (apă, etanol de diferite concentrații, ulei vegetal). De asemenea, au fost testate metode

de extracție clasice (macerarea) și moderne (extracția asistată de ultrasunete și extracția

asistată de enzime) și combinații ale celor două categorii de metode. Dintre metodele

neconvenționale, în prezentul studiu s-a aplicat pentru prima dată tehnica de extracție

utilizând o combinație enzimatică de pectinază și celulază, asupra materialelor vegetale

selectate, pre-tratate prin uscare sau liofilizare. De asemenea, s-au testat diferite rapoarte

solvent/solid ca parametrii de proces ai tehnicilor de macerare și extracție cu ultrasunete, cu

scopul utilizării unei cantități minime de solvent.

Pentru formularea unor produse inovative de tipul unui supliment alimentar cu

potențial bioactiv, s-au utilizat extractele obținute prin aplicarea parametrilor optimi de

extracție determinați în prima parte experimentală. În cea de-a doua parte experimentală au

fost dezvoltate două noi produse de tip emulsie, cu aplicație practică ca suplimente alimentare

antioxidante și anti-inflamatoare. Pentru stabilizarea lor, s-au utilizat aditivi naturali (guma de

guar selectată în urma unor teste preliminare complexe), cu scopul principal de a încetini

destabilizarea cinetică. Astfel s-au obținut produse de tip emulsie, cu o stabilitate de până la 8

zile, prin utilizarea exclusivă a ingredientelor naturale vegetale, agreate și de consumatorii

vegetarieni, a cărei acțiune antiinflamatoare a fost validată experimental, fiind comparabilă cu

cea a acidului acetilsalicilic (aspirina).

Rezultatele obținute în cadrul acestei cercetări doctorale aduc contribuții originale cu

caracter aplicativ, fiind diseminate prin publicarea unor articole științifice în reviste cotate ISI,
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BDI, prin prezentarea de lucrări la conferințe naționale și internaționale din domeniu, prin

înaintarea unei propuneri de brevet OSIM.

CUVINTE CHEIE: antioxidanți, antociani, caroteni, celulază, compuși bioactivi, dovleac

plăcintar, DPPH, emulsie, enzime, FRAP, frunze de varză roșie, imunostimulator, inulină,

macerare, pectinază, polifenoli, rădăcină de păstârnac, sustenabil, ultrasunete



4

SUMAR....................................................................................................................................... I
LISTA DE ABREVIERI.............................................................................................................4
LISTA DE TABELE...................................................................................................................5
LISTA DE FIGURI ....................................................................................................................6
INTRODUCERE........................................................................................................................ 9
1. STUDIUL DOCUMENTAR................................................................................................ 13
1.1. ALIMENTAȚIA ȘI IMUNITATEA............................................................................. 13
1.2. IDENTIFICAREA COMPONENTELOR BIOACTIVE ESENȚIALE PENTRU
DEZVOLTAREA UNUI PRODUS NATURAL IMUNOSTIMULATOR......................... 16
1.3. CAROTENII.................................................................................................................. 17
1.3.1 Aspecte generale...................................................................................................... 17
1.3.2. Localizare................................................................................................................19
1.3.3. Structura chimică.................................................................................................... 19
1.3.4. Sinteză și biodisponibilitate.................................................................................... 20
1.3.5. Procese de degradare...............................................................................................23
1.3.6. Interacțiunea carotenoizilor cu alte molecule din organism................................... 24
1.3.7. Beneficiile carotenilor asupra sănătății umane....................................................... 25
1.3.8. Efectele imunomodulatoare ale carotenoizilor........................................................27

1.4. ANTOCIANII................................................................................................................ 28
1.4.1. Aspecte generale..................................................................................................... 28
1.4.2. Localizare................................................................................................................29
1.4.3. Structura chimică.................................................................................................... 29
1.4.4. Biosinteză și biodisponibilitate............................................................................... 31
1.4.5. Stabilitatea chimică și procesele de degradare........................................................32
1.4.6. Capacitatea antioxidantă și beneficiile antocianilor asupra sănătății umane.......... 33
1.4.7. Efectele imunomodulatoare și antiinflamatoare ale antocianilor............................35

1.5. FRUCTANII DE TIP INULINĂ................................................................................... 36
1.5.1. Aspecte generale..................................................................................................... 36
1.5.2. Structura chimică.................................................................................................... 37
1.5.3. Localizare................................................................................................................37
1.5.4. Biodisponibilitate.................................................................................................... 37
1.5.5. Beneficii asupra sănătății umane.............................................................................38
1.5.6. Efecte imunomodulatoare....................................................................................... 38

1.6. ALTE BIOMOLECULE CU EFECTE IMUNOMODULATOARE............................ 39
1.7. BIBLIOGRAFIE............................................................................................................41

2. CONTRIBUȚII PRIVIND VALORIFICAREA UNOR RESURSE VEGETALE
AUTOHTONE CU CONȚINUT RIDICAT DE COMPUȘI BIOACTIVI DE INTERES
PENTRU DEZVOLTAREA DE NOI PRODUSE................................................................... 47
INTRODUCERE.................................................................................................................. 47
2.1. OBIECTIVE...................................................................................................................48
2.2. DOVLEACUL PLĂCINTAR (CUCURBITA MAXIMA) – MATERIE PRIMĂ
INVESTIGATĂ.................................................................................................................... 48
2.2.1. Compoziție nutrițională...........................................................................................50
2.2.2. Beneficii aduse organismului..................................................................................50
2.2.3. Elaborarea de metode de extracție a compușilor bioactivi de interes din pulpa de
dovleac.............................................................................................................................. 50

2.3. PĂSTÂRNACUL (PASTINACA SATIVA) – MATERIE PRIMĂ INVESTIGATĂ..... 55

CUPRINS



5

2.3.1. Compoziție nutrițională...........................................................................................56
2.3.2. Beneficii aduse organismului..................................................................................56
2.3.3. Elaborarea de metode de extracție a compușilor bioactivi de interes din rădăcina de
păstârnac............................................................................................................................57

2.4. VARZA ROȘIE (BRASSICA OLERACEA VAR. CAPITATA F. RUBRA) – MATERIE
PRIMĂ INVESTIGATĂ...................................................................................................... 59
2.4.1. Compoziție nutrițională...........................................................................................60
2.4.2. Beneficii aduse organismului..................................................................................60
2.4.3. Elaborarea de metode de extracție a compușilor bioactivi de interes din varza roșie60

2.5. CONCLUZII PARȚIALE..............................................................................................62
2.6. BIBLIOGRAFIE............................................................................................................64

3. CERCETĂRI EXPERIMENTALE PRIVIND OBȚINEREA ȘI CARACTERIZAREA
BIOEXTRACTELOR BOGATE ÎN PRINCIPII BIOLOGIC ACTIVE DIN MATERIILE
PRIME SELECTATE............................................................................................................... 69
INTRODUCERE.................................................................................................................. 69
3.1. OBIECTIVELE CERCETĂRII..................................................................................... 70
3.2. MATERIALE ȘI ECHIPAMENTE...............................................................................71
3.3. METODOLOGIA EXPERIMENTALĂ........................................................................72
3.3.1. Pre-tratamente ale materiilor prime........................................................................ 72
3.3.2. Tehnici extractive aplicate...................................................................................... 77
3.3.3. Metodologia de analiză cantitativă a substanțelor bioactive din bioextractele
preparate............................................................................................................................89
3.3.4. Determinarea activității antioxidante prin metoda FRAP.......................................91
3.3.5. Analiza stabilității termice a bioextractului antocianic...........................................92
3.3.6. Analiza statistică a rezultatelor............................................................................... 93

3.4. REZULTATE ȘI DISCUȚII..........................................................................................94
3.4.1. Obținerea și caracterizarea bioextractului de dovleac (Cucurbita maxima) bogat în
β-caroteni.......................................................................................................................... 95
3.4.2. Obținerea și caracterizarea bioextractului de păstârnac (Pastinaca sativa) bogat în
fructani de tipul inulinei..................................................................................................115
3.4.3. Obținerea și caracterizarea bioextractului de varză roșie (Brassica oleracea var.
capitata f. rubra) bogat în antociani............................................................................... 126

3.5. CONCLUZII PARȚIALE............................................................................................140
3.6. BIBLIOGRAFIE..........................................................................................................144

4. CERCETĂRI EXPERIMENTALE DE VALIDARE A PROPRIETĂȚILOR
IMUNOSTIMULATOARE ALE UNOR FORMULĂRI NOI DE PRODUSE BAZATE PE
BIOEXTRACTELE PREPARATE........................................................................................ 148
INTRODUCERE................................................................................................................ 148
4.1. Materiale și echipamente............................................................................................. 150
4.2. METODOLOGIA EXPERIMENTALĂ......................................................................150
4.2.1.Determinarea indicelui de cremare (CI).................................................................155
4.2.2. Determinarea vâscozității emulsiei....................................................................... 155
4.2.3. Determinarea conținutului de acizi grași...............................................................155
4.2.4. Determinarea activității antioxidante.................................................................... 156
5.2.5. Determinarea activității antiinflamatoare..............................................................156
4.2.6. Determinarea activității antimicrobiene................................................................157

4.3. REZULTATE ȘI DISCUȚII........................................................................................157
4.3.1. Teste preliminare de formulare a emulsiilor bioactive......................................... 157
4.3.2 Caracterizarea fizico-chimică a emulsiilor finale.................................................. 161
4.3.3. Activitatea biologică a emulsiilor nou dezvoltate.................................................169

4.4. CONCLUZII PARȚIALE............................................................................................172
4.5. BIBLIOGRAFIE..........................................................................................................175



6

5. CONCLUZII FINALE, CONTRIBUŢII PROPRII ȘI DIRECŢII VIITOARE DE
CERCETARE......................................................................................................................... 178
Concluzii finale....................................................................................................................... 178
Contribuții originale................................................................................................................183
Recomandări și direcții viitoare de cercetare.........................................................................184
Lista publicaţiilor rezultate în urma cercetării doctorale, publicate sau acceptate spre
publicare..................................................................................................................................186



7

LISTA DE TABELE

1. Tabel 1. Ionii derivați din beta-caroten în urma reacțiilor de oxido-reducere.
2. Tabel 2. Diferențe structurale ale principalilor agliconi ai antocianilor.
3. Tabel 3. Codificarea probelor analizate din punct de vedere al conținutului de molecule

bioactive de interes.
4. Tabelul 4. Solvenți de extracție potriviți pentru clasele principale de compuși bioactivi

din materii prime vegetale.
5. Tabel 5. Caracteristicile fizico-chimice ale probelor de dovleac investigate.
6. Tabel 6. Influența temperaturii de incubare a probelor DU cu enzima, la un timp de 120

minute, asupra conținutului de β-caroteni.
7. Tabel 7. Efectul tratamentului enzimatic și al tehnicii de extracție asupra conținutului de

antociani din probele uscate de varză roșie (VU).
8. Tabel 8. Efectele tipului de pre-tratament și a timpului de incubare cu enzimă asupra

conținutului de antociani din extractele macerate.
9. Tabel 9. Parametrii DSC ai probei martor și probei pre-tratată termic, sub acțiunea

fluxului de oxigen/ azot.
10. Tabel 10. Rezultatele testelor preliminare realizate cu scopul obținerii unei emulsii cu

stabilitate cât mai mare în timp.
11. Tabel 11. Detalii privind formularea a două emulsii bioactive prin combinarea a 3

extracte vegetale, în prezența unui aditiv natural.
12. Tabel 12. Conținutul de substanțe bioactive ale extractelor vegetale utilizate la realizarea

emulsiilor.
13. Tabel 13. Conținutul de substanțe bioactive din compoziția emulsiilor nou dezvoltate.
14. Tabel 14. Conținutul total de acizi grași (% din aria GC).
15. Tabel 15. Activitatea antioxidantă a extractelor și emulsiilor nou dezvoltate, prin

metodele FRAP și DPPH.
16. Tabel 16. Activitatea antiinflamatoare a extractelor și emulsiilor nou dezvoltate.



8

LISTA DE FIGURI

1. Figura 1. Localizarea carotenoizilor în bistratul lipidic celular.
2. Figura 2. Structura chimică a principalilor carotenoizi.
3. Figura 3. Mecanismul de absorbție al carotenoizilor (adaptare după Fiedor și Burda,

2014).
4. Figura 4. Interacțiuni chimice responsabile pentru forma agregatelor de caroteni (adaptare

după Kohn și al., 2008).
5. Figura 5. Principalele căi de degradare ale carotenoizilor (adaptare după Ursache și Botez,

2018).
6. Figura 6. Schema de interconversie structurală dependentă de pH între formele dominante

de antociani monoglicozilați în fază apoasă (adaptare după Houbiers și al., 1998).
7. Figura 7. Reacția de degradare a antocianilor (adaptare după Castañeda-Ovando și al.,

2009).
8. Figura 8. Efectul imunomodulator al fructanilor (adaptare după Pershev și Van den Ende,

2014).
9. Figura 9. Structura chimică a kaempferolului și quercetinei.
10. Figura 10. Proba de dovleac plăcintar (Cucurbita maxima var. Tudor) în stare proaspătă.
11. Figura 11. Schema cuprinzând tehnologiile extractive a β-carotenilor aplicate pulpei de

dovleac.
12. Figura 12. Proba de rădăcină de păstârnac (Pastinaca sativa, soi Bielas), în stare

proaspătă.
13. Figura 13. Schema cuprinzând tehnologiile extractive a inulinei aplicate rădăcinii de

păstârnac.
14. Figura 14. Proba de varză roșie (Brassica oleracea. Var capitata f. rubra) în stare

proaspătă.
15. Figura 15. Schema cuprinzând tehnologiile extractive a antocianilor aplicate frunzelor de

varză roșie.
16. Figura 16. Schema tehnică experimentală de pre-tratamente aplicate pulpei de dovleac

(Cucurbita maxima).
17. Figura 17. Schema tehnică experimentală de pre-tratamente aplicate rădăcinii de

păstârnac (Pastinaca sativa).
18. Figura 18. Schema tehnică experimentală de pre-tratamente la varza roșie (Brassica

oleracea var. capitata f. rubra).
19. Figura 19. Schema tehnică experimentală de extracție a compușilor bioactivi din pulpa de

dovleac (Cucurbita maxima) prin metoda macerării.
20. Figura 20. Schema tehnică experimentală de extracție a compușilor bioactivi din rădăcina

de păstârnac (Pastinaca sativa) prin metoda macerării.
21. Figura 21. Schema tehnică experimentală de extracție a compușilor bioactivi din frunzele

de varză roșie (Brassica oleracea var. capitata f. rubra) prin metoda macerării.
22. Figura 22. Schema tehnică experimentală de extracție a compușilor bioactivi din pulpa de

dovleac (Cucurbita maxima) prin metoda extracției asistate de ultrasunete.
23. Figura 23. Schema tehnică experimentală de extracție a compușilor bioactivi din rădăcina

de păstârnac (Pastinaca sativa) prin metoda extracției asistată de ultrasunete.
24. Figura 24. Schema tehnică experimentală de extracție a compușilor bioactivi din frunzele

de varză roșie (Brassica oleracea var. capitata f. rubra) prin metoda extracției asistate
de ultrasunete.

25. Figura 25. Schema tehnică experimentală de extracție a compușilor bioactivi din pulpa de
dovleac (Cucurbita maxima) ptin tehnica extracției asistate de enzime.

26. Figura 26. Schema tehnică experimentală de extracție a compușilor bioactivi din rădăcina
de păstârnac (Pastinaca sativa) prin metoda extracției asistată de enzime.



9

27. Figura 27. Schema tehnică experimentală de extracție a compușilor bioactivi din frunzele
de varză roșie (Brassica oleracea var. capitata f. rubra) prin metoda extracției asistată
de enzime.

28. Figura 28. Curba de calibrare pentru determinarea conținutului de β-caroten.
29. Figura 29. Curba de calibrare cu acid galic pentru determinarea conținutului de polifenoli

totali.
30. Figura 30. Curba de calibrare cu catechină pentru determinarea conținutului de taninuri.
31. Figura 31. Curba de calibrare cu inulină.
32. Figura 32. Curba de calibrare cu acid ascorbic pentru determinarea activității antioxidante

FRAP.
33. Figura 33. Conținutul de β-caroteni din extractele obținute prin macerarea DP, DU și DL

în solventul acetonă/hexan (1/1) (2h, raport solvent/solid= 40/1).
34. Figura 34. Influența raportului solvent/solid asupra conținutului de β-caroten din

extractele obținute din DU și DL în acetonă/hexan 1/1 prin metoda macerării.
35. Figura 35. Conținutul de β-caroteni din extractele obținute prin macerarea DP, DU și DL,

în diverși solvenți (2h, raport solvent/solid= 10/1).
36. Figura 36. Conținutul de β-caroteni din extractele obținute prin macerarea DL în ulei de

floarea-soarelui (raport solvent/solid= 10/1).
37. Figura 37. Influența tipului de pre-tratament asupra conținutului de polifenoli totali, din

extractele etanolice, obținute prin metoda macerării, din DP, DU și DL (raport
solvent/solid= 10/1).

38. Figura 38. Influența timpului de extracție asistată de ultrasunete, în etanol, asupra
conținutului de β-caroteni din dovleacul uscat, la diferite rapoarte de solvent/solid.

39. Figura 39. Influența tipului de solvent asupra conținutului de β-caroteni din dovleacul
liofilizat, în urma extracției asistate de ultrasunete (30 min, raport solvent/solid= 10/1).

40. Figura 40. Influența tipului de pre-tratament al dovleacului asupra conținutului de
polifenoli totali, din extractele etanolice obținute prin metoda macerării din DU și DL
(raport solvent/solid= 10/1).

41. Figura 41. Influența temperaturii de incubare a DU cu celulază și pectinază, timp de 120
minute, asupra conținutului de β-caroteni din extractele etanolice obținute prin macerare
și extracție asistată de US.

42. Figura 42. Influența temperaturii de incubare cu celulază și pectinază asupra conținutului
de polifenoli din extractele etanolice de dovleac uscat.

43. Figura 43. Activitatea antioxidantă a extractelor etanolice de DL, obținute prin tehnici
convenționale (macerare) și neconvenționale (asistate de US, enzime) de extracție.

44. Figura 44. Conținutul de β-caroten din proba DL, în funcție de tehnica de extracție
aplicată și de tipul de solvent utilizat (raport solvent/solid= 10/1).

45. Figura 45. Conținutul de fructani de tipul inulinei din probele proaspete și uscate de
Pastinaca sativa în funcție de timpul de extracție asistată de US.

46. Figura 46. Conținutul de polifenoli totali din probele proaspete și uscate de Pastinaca
sativa în funcție de timpul de extracție asistată de ultrasunete.

47. Figura 47. Influența temperaturii de incubare cu enzima și a tehnicii de extracție aplicată
ulterior, asupra conținutului de fructani de tipul inulinei din PP și PU.

48. Figura 48. Influența temperaturii de incubare cu enzima și a tehnicii de extracție aplicată
ulterior, asupra conținutului de polifenoli din PP și PU.

49. Figura 49. Influența tehnicii de extracție asupra activității antioxidante a extractelor de PP
și PU.

50. Figura 50. Conținuturile de fructani de tipul inulinei obținute în urma extracției din
rădăcina de păstârnac prin diferite tehnici de extracție, utilizând parametrii optimi.

51. Figura 51. Influența timpului de extracție prin macerare și a pre-tratamentului aplicat
probelor de Brassica oleracea var. capitata f. rubra asupra conținutului de antociani.



10

52. Figura 52. Influența timpului de extracție asistată de US, la amplitudinea de 50%, asupra
conținutului de antociani din Brassica oleracea var. capitata f. Rubra..

53. Figura 53. Influența timpului de extracție asistată de ultrasunete, la amplitudinea de 70%,
asupra conținutului de antociani din Brassica oleracea var. capitata f. Rubra..

54. Figura 54. Influența numărului de extracții prin macerare, asupra conținutului de
antociani din materialul vegetal tratat enzimatic cu celulază și pectinază.

55. Figura 55. Influența tehnicii de extracție asupra activității antioxidante a antocianilor din
frunzele liofilizate de varză roșie.

56. Figura 56. Degradarea termică a antocianilor din varză roșie utilizând modelul cinetic de
reacție de ordinul I.

57. Figura 57. Curbele DSC (A, B) și TG (C, D) a probelor control și pre-tratate termic,
analizate sub flux de azot și respectiv de oxigen.

58. Figura 58. Conținuturile de antociani obținute în urma extracției din frunzele de varză
roșie liofilizate (VL), prin diferite tehnici de extracție, utilizând parametrii optimi.

59. Figura 59. Reprezentarea schematică a tipurilor de emulsii O/W și W/O.
60. Figura 60. Formarea emulsiei pe bază de extracte uleioase și apoase bioactive, prin adaos

de gumă guar.
61. Figura 61. Analiza microscopică a modificărilor apărute în structura emulsiilor după 10

zile (40X).
62. Figura 62. Evaluarea indicelui de cremare a emulsiilor E1 și E2, nou dezvoltate.
63. Figura 63. Influența temperaturii asupra vâscozității emulsiei (E1).
64. Figura 64.Spectrul GC-MS al uleiului din semințe de dovleac utilizat la extracția β-

carotenilor din pulpa de dovleac .
65. Figura 65. Spectrul GC-MS al emulsiei nou dezvoltate, E1.
66. Figura 66. Spectrul GC-MS al emulsiei nou dezvoltate, E2.
67. Figura 67. Activitatea antimicrobiană a extractelor de caroteni, antociani și inulină și a

celor două variante de emulsii.



11

INTRODUCERE

Industria farmaceutică și a suplimentelor alimentare se află într-o continuă dezvoltare,

în special ramura fitoterapeutică care se axează pe dezvoltarea produselor destinate

îmbunătățirii stării de sănătate, pe bază de plante dar și îmbunătățirea proceselor industriale de

producție și de control a calității acestor produse. În acest sens se fac numeroase cercetări

naționale și internaționale pe diferite specii de plante, pentru identificarea componentelor

bioactive din compoziția lor, dar și pentru îmbunătățirea proceselor extractive și de testare a

proprietăților lor biochimice și a efectelor asupra organismului uman.

Ideea dezvoltării în prezenta teză de doctorat a unui supliment alimentar

imunostimulator a pornit de la premisa că, indiferent de stilul de viață adoptat, în prezent ne

confruntăm cu problema consumului de legume și fructe care sunt culese prematur, ceea ce

înseamnă că valoarea lor nutritivă este diminuată, lucru care duce la un dezechilibru la nivelul

organismului și, implicit, un dezechilibru al sistemului imunitar. Din această cauză apare

nevoia suplimentării aportului de vitamine, minerale și alte biomolecule necesare

organismului. Pentru atingerea acestui scop, au fost propuse metode extractive eficiente care

au fost ulterior verificate experimental.

Conform Ministerului Sănătății, suplimentele alimentare sunt considerate produse

alimentare comercializate sub formă de doze, care conțin concentrații mari de nutrienți, a

căror consum are scopul de suplimentare a regimului alimentar cu diverși nutrienți (Ministerul

Sănătății Publice, 2007).

S-a dovedit științific faptul că sistemul imunitar este sensibil la diverși factori, iar

stresul este unul dintre elementele care afectează în mod direct imunitatea. Mecanismul prin

care acesta acționează în mod negativ asupra imunității este acela că sub influența stresului,

corpul produce o cantitate mare de specii reactive de oxigen în comparație cu antioxidanții

enzimatici și non-enzimatici care ar trebui să lupte împotriva lor, ceea ce duce la un

dezechilibru (Krishnaiah și al., 2011). Pornind de la această teorie, majoritatea studiilor pe

produse cu proprietăți imunostimulatoare au dovedit un efect benefic asupra imunității prin

acțiunea lor antioxidantă și prin efectul protector asupra celulelor imunitare împotriva

speciilor reactive de oxigen.

Studiul prezent vizează dezvoltarea unui produs pe bază de plante (legume), având o

compoziție specifică și unică, fiind eficient și diferit față de alte produse deja existente pe

piață, printr-o combinație inovativă de biomolecule esențiale pentru sistemul imunitar. Mai

mult, tema vizează valorificarea durabilă a unor plante cultivate în biodiversitatea țării noastre,
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altele decât cele clasice (plante medicinale, condimente, fructe), produsul proiectat fiind

sustenabil și potrivit inclusiv pentru vegetarieni.

Pe piață există o gama diversificată de suplimente alimentare cu proprietăți

imunostimulatoare, care combină diferite plante medicinale cu origini geografice specifice,

sau ingrediente de origine animală cu importanță asupra sistemului imunitar (miere, propolis,

polen, acizi omega din pește, etc.).

Acestei lucrări i se pot asocia conceptele de sustenabilitate și dezvoltare durabilă

datorită faptului că se bazează pe principiile acestora. Prin utilizarea materiilor prime

regenerabile și a metodelor de lucru cu reactivi ”prietenoși” cu mediul, se asigură accesul la

suplimente alimentare sigure, destinate consumului uman. De asemenea, selecționarea

metodelor de lucru are la bază principiul consumului minim de reactivi, care este în

conformitate cu obiectivul Strategiei Naționale pentru Dezvoltare Durabilă a României

Orizonturi 2013-2020-2030, care are ca scop utilizarea unui volum redus de resurse energetice

și materiale.

Sistemul imunitar reprezintă sistemul de apărare al organismului împotriva infecțiilor.

În organism, protecția organismului este asigurată prin 3 linii principale de apărare:

mucoasele și secrețiile cutanate, leucocitele, proteinele/peptidele antimicrobiene și răspunsul

inflamator și sistemul imunitar, reprezentat de limfocite și anticorpi (Oancea, 2010). În cazul

în care nu sunt suficiente aceste mecanisme de apărare, este necesară intervenția fie

preventivă (cu suplimente alimentare) fie terapeutică (cu medicamente specifice).

Componentele bioactive din plante sunt bioelemente din compoziția resurselor vegetale,

cu efecte specifice asupra organismului. Pot avea proprietăți catalizatoare ale unor reacții

chimice din interiorul organismului, pot constitui elemente de legătură între diferite căi

metabolice sau pot avea efect protector asupra celulelor. Cunoașterea proprietăților

farmacologice ale compușilor biologici permite dezvoltarea unor tehnici de extracție adecvate,

prin intermediul cărora se pot obține bioextracte ce constituie ingrediente importante în

dezvoltarea industrială a unor produse de interes.

Dintre componentele bioactive, cele identificate ca fiind necesare sistemului imunitar

sunt antioxidanții naturali de tipul antocianilor, carotenilor sau micronutrienților. Aceste

biomolecule au proprietatea de a proteja sistemul imunitar împotriva activității oxidative a

radicalilor liberi. Prebioticele de tipul polifructozaharidelor au dovedit, de asemenea, un efect

imunostimulator indirect, prin stimularea creșterii speciilor de bacterii benefice din intestin și

prin creșterea concentrației de imunoglobuline A (IgA) din țesuturi (Oancea, 2010).
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În acest context, scopul principal al prezentei teze de doctorat constă în formularea

unei rețete noi pentru dezvoltarea un supliment alimentar cu proprietăți imunostimulatoare,

obținut din extracte bioactive din plante atent selecționate.

Pentru îndeplinirea scopului propus, obiectivele de cercetare stabilite sunt:

 Identificarea și selectarea atentă a unor materii prime, în principal autohtone, cu

conținut ridicat de biomolecule cu rol imunostimulator (antociani, inulina, carotenoizi)

pretabile atingerii scopului tezei

 Extracția, caracterizarea fizico-chimică precum și evaluarea stabilității compușilor

biologic activi din plantele selecționate – utilizarea unor metode specifice clasice și

moderne de extracție și selectarea acelei metode care să permită izolarea compușilor

cu randament ridicat și păstrarea bioactivității.

 Obținerea unor formule de supliment alimentar bazate pe o combinație specifică a

extractelor vegetale obținute (elaborarea rețetei tehnologice, a formei de prezentare, a

caracteristicilor fizico-chimice a diferitelor compoziții dezvoltate).

 Evaluarea concentrației componentelor bioactive vizate, atât din extracte cât și din

compozițiile finale dezvoltate.

 Validarea proprietăților compozițiilor dezvoltate prin testarea in vitro a efectelor

biologice.

Pentru realizarea prezentei teze de doctorat și parcurgerea acestor obiective, teza a fost

elaborată într-un număr de 187 de pagini, fiind structurată în 5 capitole principale, organizate

în subcapitole corespunzătoare, conținând 67 de figuri și 16 tabele.

Capitolul 1 (”Introducere”) prezintă necesitatea și motivația alegerii temei prin

expunerea obiectivelor principale ale tezei de doctorat.

Capitolul 2 (“Contribuții privind valorificarea unor resurse vegetale autohtone cu un

conținut ridicat de compuși bioactivi de interes pentru dezvoltarea de noi produse”) descrie

caracterizarea resurselor vegetale de interes selectate, precum și elaborarea metodelor

adecvate de extracție a compușilor bioactivi vizați.

Capitolul 3 (“Cercetări experimentale privind obținerea și caracterizarea bioextractelor

bogate în principii biologic active din materiile prime selectate)” prezintă rezultatele

experimentale obținute în urma extracțiilor compușilor bioactivi prin diferite tehnici.

Capitolul 4 (”Cercetări experimentale de validare a proprietăților imunostimulatoare ale

unor noi produse bazate pe bioextractele preparate”) conține date cu privire la elaborarea și

dezvoltarea a două produse inovative de uz alimentar, de tip supliment alimentar,

caracterizarea fizico-chimică a acestora, precum și validarea proprietăților bioactive.
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Capitolul 5 (”Concluzii finale, contribuții proprii și direcții viitoare de cercetare”)

conține principalele concluzii ale prezentei lucrări de doctorat, contribuțiile proprii aduse în

domeniu, atât în sfera aplicativă cât și în cea teoretică, și expune noi direcții de cercetare

derivate din tema propusă.



15

1.STUDIUL DOCUMENTAR - REZUMAT

IDENTIFICAREA COMPONENTELOR BIOACTIVE ESENȚIALE PENTRU
DEZVOLTAREA UNUI PRODUS NATURAL IMUNOSTIMULATOR

Sistemul imunitar are nevoie de numeroase resurse pentru a funcționa. Pe lângă

vitaminele și mineralele esențiale sistemului imunitar, care sunt binecunoscute în prezent,

există și alte biomolecule care au dovedit un efect benefic, uneori chiar mai mare asupra

imunității prin acțiunea lor directă sau indirectă asupra diverselor componente ale sistemului

de apărare al organismului.

Nutriția sănătoasă reprezintă elementul cheie al răspunsurilor imune, malnutriția fiind

cea mai frecventă cauză a imunodeficienței la nivel mondial. Prin intermediul alimentației

organismul beneficiază de vitaminele și mineralele necesare dar și de compuși biologic activi

care au diferite efecte benefice asupra proceselor biologice din organism.

Pentru funcționarea optimă, sistemul imunitar are nevoie în special de vitaminele A,

B6, B9, B12, C, D, E, și microelementele fier, zinc, cupru și seleniu, însă există fitocompuși

care au dovedit activități imunomodulatoare prin căi de acțiune directe sau indirecte. Între

aceștia se numără antioxidanții naturali din categoria carotenilor și compușilor fenolici care

includ clasa de antociani, cu acțiune directă, care au efect protector asupra celulelor sistemului

imunitar și care stimulează sau inhibă sinteza unor compuși implicați în semnalizarea celulară

din cadrul proceselor biologice de apărare a organismului.

Pe de altă parte, pe lângă efectele benefice asupra microflorei intestinale, prebioticele

au proprietăți imunostimulatoare atât pe cale directă cât și indirectă, fiind implicate în

creșterea randamentului de producere a unor componente esențiale sistemului imunitar.

Cunoașterea proprietăților farmacologice ale acestor compuși permite dezvoltarea unor

metode adecvate de extracție a lor din matricile vegetale. Bioextractele obținute pot constitui

ingrediente importante în dezvoltarea industrială a unor produse de interes.

În scopul dezvoltării unui produs natural 100%, sustenabil și eficient, cu efecte

imunostimulatoare, în prezenta teză de doctorat am identificat și verificat experimental 3

tipuri de compuși bioactivi concentrați în legume, fiind vorba de antioxidanții naturali de tipul

carotenilor, antocianilor și fructooligozaharidelor.
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CAROTENII

Carotenii sunt un grup de pigmenți naturali din categoria polienelor, care au structuri

și funcții diverse (Landrum, 2010). Sunt substanțe cu proprietăți speciale pe care nicio altă

grupă de substanțe nu le posedă. Proprietățile lor sunt determinate de structura moleculară, iar

legătura dintre structura, proprietățile și funcțiile lor este necesară pentru înțelegerea

importanței pe care o au în diferite contexte biologice (Britton și al., 2008).

Pe parcursul timpului, caracteristicile carotenilor au fost intens studiate de către

cercetători, însă proprietățile acestora în soluțiile organice simple nu caracterizează în

totalitate activitatea biologică pe care o au in vivo. În organismele vii, carotenii sunt parte a

unor sisteme complexe și sunt adesea întâlniți în structuri sub-celulare organizate, în cadrul

cărora proprietățile chimice le sunt influențate de prezența altor molecule aflate în vecinătate.

Aceștia sunt mult mai stabili in vivo decât după izolare (Britton și al., 2008).

Carotenii sunt compuși hidrofobi, motiv pentru care au tendința să se asocieze cu

lipidele, fiind adesea integrați în structura complexă a membranelor celulare. Această asociere

depinde mult de particularitățile fizice, în special de mărime, formă și prezența grupelor

funcționale (Britton și al., 2008).

Cu privire la semnificația biologică, este important de amintit rolul lor ca precursori ai

metaboliților care au diferite funcții în organism (Britton și al., 2008).

Carotenoizii aduc numeroase beneficii asupra sănătății organismului uman, datorită

proprietăților pe care le posedă, în special a capacității lor antioxidante care protejează

împotriva acțiunii speciilor reactive de oxigen.

Stresul oxidativ este unul dintre principalele cauze ale bolilor cronice din zilele noastre.

În conformitate cu statistica publicată în anul 2018 de Organizația Mondială a Sănătății

(OMS), se estimează că 1 din 6 decese la nivel mondial au fost cauzate de cancer, iar numărul

este într-o continuă creștere (World Health Organization, 2018).

Datorită activității antioxidante, carotenoizii au un efect benefic asupra celulelor

sistemului imunitar, pe care le protejează împotriva stresului oxidativ. Odată cu înaintarea în

vârstă apar unele modificări la nivelul sistemului imunitar care determină slăbirea acestuia. S-

a observat că un aport adecvat de carotenoizi determină creșterea numărului de celule natural-

killer, în special la oamenii cu vârsta trecută de 50 de ani (Farges și al., 2012).

Carotenoizii, în special β-carotenul, sunt cunoscuți pentru funcția de precursori ai

vitaminei A. Datorită eficienței scăzute de conversie a β-carotenului în vitamina A, unele

organisme, printre care și omul, au dezvoltat căi de absorbție și transport al acestuia la nivelul

organismului (Chew, 1993). Această descoperire a condus spre cercetări ulterioare care au
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demonstrat că la nivelul organismului uman, carotenoizii au numeroase alte funcții printre

care se numără capacitatea de a influența în mod direct sistemul imunitar. Efectele

imunomodulatoare ale carotenoizilor au fost observate în special asupra limfocitelor (Chew,

1993). De asemenea, numeroase studii au demonstrat legătura directă între alimentația bogată

în carotenoizi și incidența scăzută a diverse forme de cancer (Etminan și al., 2004; Nishino și

al, 2002; Tanaka și al., 2012) .

Studiile efectuate pe subiecți tineri au demonstrat că suplimentarea dietei cu β-caroten

are ca efect creșterea rezistenței la infecții și dezvoltarea timusului (Seifter și al., 2012). De

asemenea s-a observat o creștere a numărului de limfocite la nivelul timusului șoarecilor a

căror dietă a fost îmbogățită cu o cantitate de 4,3 mg β-caroten/ kg hrană. Pe de altă parte,

acidul retinoic, care este un produs metabolic al vitaminei A, a avut ca efect scăderea

populației de limfocite de la nivelul timusului (Seifter și al., 2012). Suplimentarea dietei

vacilor Holstein cu o cantitate de 300-600 mg β-caroten/ zi timp de 4 săptămâni înainte și

după nașterea fătului au avut ca efect creșterea populației de limfocite prin stimularea

procesului de mitoză (Heirman și al., 1990). Stimularea proliferării limfocitelor datorată dietei

bogate în β-caroten a fost observată și la specii de porci (Neacșu și al., 2003) și șoareci

(Benedich și Shapiro, 1986).

Datorită efectului antioxidant, β-carotenul protejează ADN-ul celulelor limfocitare

împotriva radiaților γ (Konopacka și Rzeszowska-Wolny, 2001). Studiile in vitro pe culturi de

limfocite supuse stresului oxidativ cu peroxid de hidrogen (H2O2) au demonstrat că o

concentrație de 10000 µg / ml β-caroten este suficientă pentru protecția ADN-ului împotriva

degradării (Al-Shaban și al., 2016).

La oamenii în vârstă, β-carotenul împreună cu zincul contribuie la creșterea populației

de limfocite T cu aproximativ 31% după 6 luni de administrare. După 3 luni de suplimentare a

alimentației cu zinc și β-caroten, s-a observat o creștere a procentului de celule natural-killer

de până la 121% (Steven și al., 2000). În urma suplimentării alimentației cu 180 mg β-

caroten / zi timp de 7 zile s-a observat o creștere a numărului de limfocite T la persoane adulte

cu stare bună de sănătate (Alexander și al., 1985).

ANTOCIANII

Antocianii sunt un grup de metaboliți secundari sintetizați de plantele superioare ca și

pigmenți responsabili pentru culorile roz, roșu violet, albastru și unele nuanțe de portocaliu, în

principal ale fructelor și florilor (Castañeda-Ovando și al., 2009). Termenul antociani provine

din limba greacă, fiind compus din anthos = floare și kyanos = albastru închis (Delgado-
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Vargas și Paredes-Lopez, 2003). Până în prezent, au fost identificate peste 635 de tipuri de

antociani. Rolul lor în regnul vegetal este de protecție a plantelor împotriva daunelor produse

de radiațiile UV, dar și de atracție a animalelor care ajută în procesele de polenizare și

dispersare a semințelor (Mazza și Miniati, 1993).

Antocianii sunt pigmenți vegetali care au demonstrat o puternică activitate

antioxidantă, deoarece au capacitatea de a dona un electron liber sau atomi de hidrogen

radicalilor liberi reactivi (Castañeda-Ovando și al., 2009; Oancea și al., 2013).

Radicalii liberi, peroxizii sau oxigenul singlet sunt specii reactive de oxigen care sunt

produse în organism în urma reacțiilor biologice. Rolul acestora este important întrucât

influențează sistemul imunitar și semnalizarea celulară, dar și alte procese care au loc în mod

obișnuit în organism. Dacă sunt produse în cantități prea mari, speciile reactive de oxigen

devin dăunătoare, conducând spre degradare celulară, îmbătrânire, inflamație, cancer și boli

cardiovasculare (Allen și Tresini, 2000). În acest sens, antocianii au un potențial efect benefic

întrucât au proprietăți antioxidante dovedite atât in vitro cât și in vivo. Ei au capacitatea de a

captura radicalii liberi și de a opri reacția în lanț care conduce spre degradarea oxidativă.

Capacitatea antioxidantă a câtorva tipuri de antociani a fost măsurată in vitro prin

metoda larg acceptată ORAC "oxygen radical absorbance capacity", în condiții similare de pH

ca cele din organismul uman. Rezultatele au dus la concluzia că au o capacitate antioxidantă

egală sau mai mare decât cea a vitaminei E (Tsuda și al., 1994; Wang și al., 1997). Antocianii

pot prezenta activitate antioxidantă mai mare și față de vitamina C și β-carotenii (Kowalczyk

și al, 2003) .

Printr-un studiu in vitro realizat pe eritrocite umane tratate cu peroxid de hidrogen ca

agent oxidant și vin roșu cu un conținut ridicat de antociani, s-a demonstrat că aceștia reduc

semnificativ speciile reactive de oxigen din eritrocite (Tedesco și al., 2001).

Conform datelor obținute pe experimentele in vitro, antocianii au un efect protector

împotriva stresului oxidativ, fapt demonstrat apoi de studiile in vivo realizate pe șoareci

(Tsuda și al., 2000). Studiile efectuate pe animale au demonstrat o creștere a nivelului total de

antioxidanți și o descreștere a conținutului de substanțe reactive ale acidului tiobarbituric

(TBARS) indusă de antociani (Kowalczyk și al., 2001).

Consumul de antociani a fost asociat cu prevenirea bolilor cardiovasculare, acestea

fiind cauzate în general de acumularea în cantități mari a lipoproteinelor oxidate, cu densitate

mică (LDL), care se depun pe peretele arterelor. Antocianii au efectul de creștere a capacității

antioxidante a serului, reducând astfel randamentul de oxidare al colesterolului (Aviram și al.,

2005).



19

Având capacitatea de a capta radicalii liberi prin intermediul hidrogenului pe care îl

donează, puterea lor antioxidantă este mai mare decât cea a vitaminelor C și E (Rice-Evans și

al., 1996), fiind cunoscuți pentru efectele anticancerigene. Aceste efecte se bazează în mare

măsură pe studiile realizate in vitro. În acest sens, antocianii extrași din petalele unor flori au

dovedit un efect mult mai puternic asupra carcinomului intestinal malign, spre deosebire de

alte tipuri de flavonoide (Kamei și al., 1995). Concluzii similare s-au desprins și în urma

studiului efectelor antocianilor din vinul roșu asupra liniilor celulare ale cancerului gastric

(Kamei și al., 1998). Studiile pe celule canceroase derivate din cancerul de colon, asupra

cărora s-a aplicat un tratament cu antociani extrași din diferite tipuri de struguri, au

demonstrat efectul antiproliferativ pe care îl posedă (Yi și al., 2005). Antocianii puri izolați

din căpșuni au un efect inhibitor asupra celulelor canceroase derivate din cancerul de colon,

de prostată și cancer osos (Zhang și al., 2008).

Efectul antiproliferativ al antocianilor depinde în mare măsură de structura lor chimică,

care se referă la tipul de aglicon și la modelul de acilare și glicozilare (Jing și al., 2008).

Un studiu efectuat pe șoareci a demonstrat efectul antocianilor de protecție împotriva

radiaților γ dar și potențialul imunostimulator al acestora împotriva imunosupresiei induse de

radiații. Suplimentarea nutriției cu antociani, timp de 14 zile înainte de iradiere a redus

semnificativ daunele la nivelul timusului și splinei comparativ cu grupul de control. În același

timp a fost observată o reducere a numărului de micronuclei din eritrocitele măduvei osoase,

care a indicat efectul protector al antocianilor împotriva degradării materialului genetic (Fan

și al., 2012)

Inflamația reprezintă răspunsul dat de organism la leziunile tisulare, fiind un proces

care favorizează apariția cancerului, datorită condițiilor de mediu favorabile dezvoltării

tumorilor. Din acest motiv, moleculele biologice cu efect anti-inflamator au potențialul de a

preveni progresia cancerului și conversia malignă (Coussens și Werb, 2002).

Conversia acidului arahidonic în prostaglandine, care au efect de stimulare a

procesului inflamator, are loc sub acțiunea ciclooxigenazei (Seeram și al., 2001). Studiile au

arătat că cianidina are efecte inhibitorii asupra ciclooxigenazei, fiind mai puternice decât cele

ale unor medicamente antiinflamatoare, precum aspirina (Wang și al., 1999), ibuprofenul și

naproxenul, în concentrație de 10 μM (Seeram și al., 2001).

Studiul in vitro realizat pe culturi de celule epiteliale canceroase din colonul uman

(Caco-2) a demonstrat că extractele de antociani din coacăze, cu o concentrație cuprinsă între

50 și 100 μg/ ml reduc procesul de activare al complexului proteic NF-κB (nuclear factor

kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) cu până la 85,2%, având efect anti-inflamator,
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reducând astfel procesul de diviziune necontrolată a celulelor canceroase (Taverniti și al.,

2014).

Pe lângă activitatea antioxidantă, antocianii inhibă expresia proteinei de adeziune a

celulelor vasculare (VCAM), reducând astfel procesul de reacție a leucocitelor cu celulele

endoteliale. Pe de altă parte, scad nivelul de interleukina-2 (IL-2) și interferon γ (INF-γ) (Lin

și al, 2002), inhibă degranularea mastocitelor (Middelton și al., 2000) și producția factorului

de necroză tumorală (TNF-α) (Lin și al, 2002).

FRUCTANII DE TIP INULINĂ

Fructanii fac parte din categoria carbohidraților, fiind formați din 1 până la 60 de unități

de fructoză, legate sau nu de o moleculă terminală de zaharoză. Structura liniară caracterizată

prin legături de tip β (2→6) fructozil-fructoză este întâlnită la fructanii de tip levan, în timp ce

legătura de tip β (2→1) este caracteristică fructanilor de tip inulină (Carabin și al., 1999).

Diferența constă în gradul de polimerizare, inulina caracterizându-se printr-o mare variație a

numărului de unități monozaharidice (Carabin și al., 1999).

Inulina nu este metabolizată în organismul uman, dar poate fi hidrolizată de

microbiota din colon. Consumul zilnic de inulină în Europa este estimat la 3-11 g/zi

(Bonnema și al., 2010), în timp ce în dieta americană valorile sunt cuprinse între 1,3-3,5 g/zi

(Coussement, 1999).

Pe lângă funcția de prebiotic, fructanii de tip inulină au și alte funcții în organism,

acționând atât pe cale indirectă cât și directă. Efectele benefice ale acestora sunt asociate

deseori cu mecanismul indirect de acțiune care se referă la influența pozitivă pe care o au

asupra microflorei intestinale (Gibson și al., 2004; Louis și al., 2016; Wopereis și al., 2018).

S-a demonstrat că un aport regulat de fructani are efect pozitiv asupra bunăstării generale a

organismului, scăzând incidența alergiilor și contribuind la creșterea rezistenței față de factorii

patogeni din intestin și din afara lui, la scăderea nivelului de colesterol din sânge, facilitând

totodată absorbția minerală la nivelul intestinului (Delgrado și al., 2010; Scholoz-Ahrens și al.,

2007).

Unele cercetări au sugerat potențialul efect benefic al consumului de fructani asociat

cu reducerea riscului apariției cancerului de colon (Allsopp și al, 2013; Verma și Shukla,

2013).

Capacitatea antioxidantă sugerează un beneficiu în prevenirea bolilor cauzate de

speciile reactive de oxigen și efectele pozitive în tratarea acestora. În acest sens a fost stabilită
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o legătură între stresul oxidativ și dezvoltarea unor afecțiuni intestinale (Bhattacharyya și al.,

2014; Van den Ende și al., 2011).

La nivelul intestinului, fructanii sunt supuși procesului de fermentare sub acțiunea

microbiotei, în urma căruia rezultă acizi grași cu catenă scurtă. Fructanii, ca și alți

carbohidrați, se pot lega de receptorii TLR2 (toll like receptor 2) și TLR4 (toll like receptor 4).

Această legătură are ca efect stimularea unor factori de transcripție, printre care se numără și

NF-κB, fapt care conduce la activarea unor căi imunologice diferite în funcție de tipul de

celulă (Peshev și Van den Ende, 2014).

Pe de altă parte, fructanii îmbunătățesc viteza de absorbție a glucozei și stimulează

activitatea protein-kinazei, care oprește procesul inflamator fie direct, fie prin intermediul

inhibării semnalului transmis de NF-κB (Peshev și Van den Ende, 2014).

ALTE BIOMOLECULE CU EFECTE IMUNOMODULATOARE

Compușii fenolici fac parte din categoria compușilor fitochimici cu proprietăți

antioxidante, sintetizați în toate plantele ca rezultat al metabolismului secundar. Aceștia

reacționează cu radicalii lipidici, transformându-i în compuși stabili din punct de vedere

oxidativ (Hurrel, 2003).

Quercetina, pelargonidina sau kaempferolul sunt flavonoide – sub-clasă a compușilor

polifenolici, cu dovedite proprietăți imunomodulatoare care inhibă activarea factorului

nuclear responsabil pentru transcripția ADN-ului (NF-κB) prin scăderea producției factorului

de necroză tumorală (TNF-α) și a interleukinei-β (IL-β), responsabilă în procesul de activare a

limfocitelor (Cherng și al., 2008; Valles și al., 2010). Studiile in vitro realizate pe celulele

mononucleare din sângele periferic uman au demonstrat că flavonoidele și cumarina din

compoziția unor plante precum pătrunjelul sau țelina au ca efect activarea limfocitelor și

creșterea randamentului de sinteză a IFN-γ (Cherng și al., 2008).
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2. CONTRIBUȚII PRIVIND VALORIFICAREA UNOR RESURSE
VEGETALE AUTOHTONE CU CONȚINUT RIDICAT DE COMPUȘI

BIOACTIVI DE INTERES PENTRU DEZVOLTAREA DE NOI
PRODUSE - REZUMAT

OBIECTIVElE CERCETĂRII

Obiectivele acestei părți specifice a tezei de doctorat sunt:

 identificarea și selectarea unor resurse vegetale autohtone sustenabile, altele decât

plantele medicinale care sunt des utilizate în scopul dezvoltării de suplimente

alimentare, cu un conținut ridicat de biomolecule din categoria carotenilor,

antocianilor și fructanilor

 elaborarea unor metode adecvate de extracție eficientă a biomoleculelor vizate, pentru

obținerea cu randament ridicat a extractelor bioactive.

Elaborarea de metode de extracție a compușilor bioactivi de interes din pulpa de

dovleac

Schema cuprinzând tehnologiile extractive a β-carotenilor aplicate pulpei de dovleac.
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Elaborarea de metode de extracție a compușilor bioactivi de interes din rădăcina de

păstârnac

Schema cuprinzând tehnologiile extractive a inulinei aplicate rădăcinii de păstârnac.

Elaborarea de metode de extracție a compușilor bioactivi de interes din varza roșie

Schema cuprinzând tehnologiile extractive a antocianilor aplicate frunzelor de varză roșie.
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Plantele identificate ca materii prime valoroase pentru potențialul lor bioactiv și

studiate în prezenta teză de doctorat au fost atent selecționate, pe baza unor criterii de

sustenabilitate.

În această parte specifică a tezei de doctorat au fost prezentate criteriile care au stat la

baza selecționării materiilor prime și elaborarea metodelor de extracție eficientă a compușilor

bioactivi vizați (β-caroteni, inulină, antociani). Astfel, materiile prime au fost ales pe baza

următoarelor aspecte: specii de plante autohtone, neexploatate sau puțin exploatate în

scopurile stabilite în prezenta teză, materii prime accesibile economic, care să aibă un conținut

ridicat de compuși bioactivi cu rol benefic în special la nivelul sistemului imunitar.

Antioxidanții naturali de tipul β-carotenilor și compușilor polifenolici (ex. antociani) au un

efect protector asupra celulelor sistemului imunitar, iar prebioticele (inulina) contribuie la

stimularea sistemului imunitar prin căi de acțiune directe sau indirecte.

Datorită conținutului mare de compuși carotenoidici, pulpa de dovleac plăcintar

(Cucurbita maxima populație locală var. Tudor) constituie o sursă bogată în antioxidanți

naturali, în special β-caroteni.

Rădăcina de păstârnac (Pastinaca sativa) este o sursă bogată în fructani de tipul

inulinei, prebiotice cu efecte imunostimulatoare. De asemenea, compușii polifenolici prezenți

în cantități mari în extractele apoase indică un efect puternic antioxidant.

Varza roșie (Brassica oleracea var. capitata f. rubra) este bogată în antociani,

pigmenți care au un efect protector asupra degradării oxidative și efect imunostimulator. În

plus, datorită compoziției chimice, această materie primă contribuie la aportul corespunzător

de vitamine și minerale esențiale, fiind o sursă bogată în vitamina C și alți antioxidanți.

Tehnicile extractive au fost selectate ținând cont atât de posibilitatea extracției unei

cantități cât mai mari de compuși bioactivi, dar și de principiile sustenabilității referitoare la

consumul minim de reactivi și de consumul acelor solvenți prietenoși cu mediul.

Macerarea a fost testată ca metodă clasică de extracție a moleculelor bioactive de

interes din cele trei matrici vegetale, urmărind utilizarea unui raport solvent/solid cât mai mic,

și a unor solvenți agreați în industria alimentară (apă, etanol, ulei vegetal).

De asemenea, s-a testat extracția asistată de ultrasunete ca tehnică neconvențională,

utilizată cu scopul reducerii timpului și a cantității de solvent folosită pentru cele trei resurse

vegetale, metoda aplicată fiind controlată din punct de vedere al temperaturii procesului, o

valoare ridicată putând influența negativ compușii termolabili (β-caroteni, antociani).
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Pentru optimizarea extracției compușilor bioactivi de interes, s-a testat și o a treia

variantă extractivă combinată (biotehnologică) prin care cele trei materii prime vegetale au

fost supuse unui tratament enzimatic utilizând enzimele celulază și/sau pectinază, urmat de

extracția compușilor bioactivi vizați prin metoda clasică a macerării și respectiv prin tehnica

modernă de extracție asistată de ultrasunete.
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3. CERCETĂRI EXPERIMENTALE PRIVIND OBȚINEREA ȘI
CARACTERIZAREA BIOEXTRACTELOR BOGATE ÎN PRINCIPII

BIOLOGIC ACTIVE DIN MATERIILE PRIME SELECTATE -
REZUMAT

Acest capitol cuprinde rezultatele experimentale obținute în urma analizelor efectuate

cu scopul obținerii unor extracte bogate în compuși bioactivi de interes, din resursele vegetale

selectate (caroteni - din pulpa de Cucurbita maxima, fructani de tipul inulinei - din rădăcina

de Pastinaca sativa, populație autohtonă Bielas, antociani - din frunzele de Brassica oleracea

var. capitata f. rubra). În acest sens au fost testați diferiți parametrii de proces, precum timpul,

temperatura de extracție, raportul solvent/solid și diverși solvenți inclusiv cei prietenoși cu

mediul (apă, etanol de diferite concentrații, ulei vegetal). De asemenea, au fost testate metode

de extracție clasice (macerarea) și moderne (extracția asistată de ultrasunete și extracția

asistată de enzime) și combinații a celor două categorii de metode.

Dintre metodele neconvenționale, în prezentul studiu s-a aplicat pentru prima dată

tehnica de extracție utilizând o combinație enzimatică de pectinază și celulază, asupra

materialelor vegetale selectate, pre-tratate prin uscare sau liofilizare. De asemenea, s-au testat

diferite rapoarte solvent/solid ca parametrii de proces ai tehnicilor de macerare și extracție cu

ultrasunete, cu scopul utilizării unei cantități minime de solvent.

Rezultatele experimentale obținute în urma analizei conținutului de molecule bioactive

de interes din extractele realizate prin cele 3 tehnici extractive, au fost analizate comparativ,

cu scopul identificării acelora care sunt cele mai eficiente, respectând în același timp

principiile sustenabilității referitoare la consumul minim de energie și reactivi.

Comparând valorile obținute, s-a demonstrat faptul că fiecare din cele 3 resurse

vegetale autohtone selectate prezintă particularitățile sale cu privire la eficiența tehnicii de

extracție aplicate și a parametrilor de proces utilizați pentru obținerea probelor bogate în

principii active. Astfel, extracția carotenilor din pulpa de dovleac s-a realizat cel mai eficient

prin metoda clasică a macerării, inulina din rădăcina de păstârnac s-a extras eficient prin

tehnica de extracție asistată de enzime combinată cu tehnica extracției asistată de ultrasunete,

iar antocianii din frunzele de varză roșie s-au extras eficient prin tehnica asistată de enzime

combinată cu metoda clasică a macerării.
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În urma analizei comparative rezultatelor experimentale obținute, s-au determinat

condițiile optime de extracție, utilizate în continuare pentru formularea optimă a

suplimentului alimentar nou dezvoltat, alcătuit din două extracte apoase - extractul de

antociani și extractul de fructani de tipul inulinei și un extract uleios, realizat în ulei obținut

din semințe de floarea soarelui, îmbogățit cu β-caroten extras din pulpa de dovleac.

Studiile au urmărit determinarea condițiilor optime de extracție a compușilor bioactivi

din legume de origine autohtonă, în principal β-carotenul din pulpa de dovleac plăcintar,

inulina din rădăcina de păstârnac și antocianii din frunzele de varza roșie. Acești compuși

bioactivi, alături de alți compuși cum ar fi polifenolii prezintă proprietăți de stimulare a

sistemului imunitar, fiind utilizați în capitolele următoare pentru dezvoltarea unui produs

inovativ, de uz alimentar.

Conținutul total de compuși bioactivi a fost determinat sub influența diferiților

parametrii de extracție, precum solventul, temperatura de extracție, raportul solvent/solid,

timpul și amplitudinea undelor acustice, utilizând 3 tehnici extractive, macerarea, extracția

asistată de ultrasunete și extracția asistată de enzime, precum și a pre-tratamentelor aplicate

materiei prime (congelare, uscare, liofilizare).

În ceea ce privește extracția β-carotenului din pulpa de dovleac, în urma aplicării celor

3 tehnici de extracție, utilizând diferite combinații de parametrii care ar putea influența

cantitatea lor extractul final, cel mai mare conținut (62,6 ±1,1 mg β-caroten/100 g s.u.) s-a

obținut în materialul vegetal vegetal liofilizat, prin aplicarea metodei clasice a macerării, timp

de 2 ore în solventul de referință, acetonă/hexan (1/1), la temperatura camerei, în raport

solvent/solid de 40/1. Un conținut apreciabil de caroteni de 61,13 mg β-caroten/100 g s.u., s-a

obținut în extractul realizat din același tip de material vegetal (liofilizat), folosind uleiul din

semințe de dovleac obținut prin presare la rece, ca alternativă de solvent organic, prietenos cu

mediul, în raport solvent solid de 10/1. Analizând comparativ rezultatele experimentale

obținute s-a observat că, indiferent de tehnica de extracție aplicată și de solventul utilizat, în

extractele din materialul vegetal liofilizat s-au identificat cele mai mari conținuturi de

molecule bioactive de interes.

Prin aplicarea extracției asistate de ultrasunete, utilizând raportul solvent/solid de 10/1,

timpul de extracție de 30 de minute, la amplitudinea undelor acustice de 70%, s-au obținut

valori ale conținutului de β-caroten mai scăzute în probele de dovleac liofilizat, comparativ cu

cele obținute prin metoda clasică, acestea fiind influențate în principal de temperatura de

extracție.

Prin tehnica de extracție asistată de enzime, combinată cu macerarea, în urma incubării

materialului vegetal liofilizat cu celulază (122,5 U/g) și pectinază (100 U/g), timp de 120 de
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minute la temperatura de 40°C, urmat de extracția clasică prin macerare în etanol 70%, s-a

obținut un conținut de β-caroten redus la jumătate față de valorile obținute prin utilizarea

tehnicilor de macerare respectiv de extracție cu US, în același solvent, rezultatele fiind

probabil influențate de expunerea îndelungată a moleculelor termolabile de caroten la acțiunea

temperaturilor mai crescute din timpul incubării cu soluția enzimatică.

Pentru realizarea extractului utilizat la dezvoltarea noului suplimentului alimentar s-a

aplicat extracția prin metoda clasică a macerării, în ulei din semințe de dovleac, utilizând

materialul vegetal liofilizat în raport solvent/solid de 10/1, timp de 30 de minute în acest

extract determinându-se un conținut de polifenoli de 110.7 ±3,5 mg GAE /100g.

În urma analizei activității antioxidante, determinată prin metoda FRAP, în extractele

realizate în etanol 70%, din pulpa liofilizată de dovleac, prin aplicarea parametrilor optimi ai

celor 3 tehnici extractive, cel mai mare conținut, de 55,25 ±1,5 mg acid ascorbic/ 100 g s.u., s-

a identificat în proba macerată timp 30 de minute în raport solvent/solid de 10/1, aceasta fiind

cu 9% mai mare față de activitatea antioxidantă a extractului obținut prin extracția asistată de

enzime combinată cu macerarea, respectiv cu 12% mai mare față de cea identificată în

extractul obținut prin tehnica modernă de extracție asistată de US.

Conținutul de β-caroten din proba DL, în funcție de tehnica de extracție aplicată și de tipul de solvent
utilizat (raport solvent/solid= 10/1).

În cea ce privește extracția fructanilor de tipul inulinei din probele de rădăcină de

păstârnac în apă distilată, în raport solvent/solid de 10/1, utilizând metoda clasică de extracție

prin macerare la temperatura de 80°C, timp de 2 ore, în două etape succesive, în proba

proaspătă, s-a obținut un conținut de aproximativ 2 ori mai mare în comparație cu cel obținut

în proba uscată.
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În extractele realizate prin tehnica modernă de extracție cu US, timp de 5 minute, la

amplitudinea undelor acustice de 70% s-a obținut un conținut cu aproximativ 9% mai mare

comparativ cu cel obținut în extractul macerat timp de 2 ore, în două etape succesive, în proba

de păstârnac proaspăt, rezultat ce indică faptul că utilizarea tehnicii neconvenționale de

extracție este o metodă rapidă și eficientă de extracție a fructanilor de tipul inulinei din

rădăcina de păstârnac, teorie susținută și de rezultatele obținute în probele de păstârnac uscat,

în care s-a înregistrat, de asemenea, o creștere cu aproximativ 20%.

În urma aplicării celor două tehnici neconvenționale (de extracție asistată de enzime și

extracție asistată cu ultrasunete) simultan, s-a înregistrat o creștere spectaculoasă a

conținutului de fructani de tipul inulinei, în special în proba de păstârnac uscat, în care s-a

obținut un conținut de 156,67 ± 3,1 mg inulină/100g s.u., acesta fiind cu aproximativ 60% mai

mare comparativ cu valorile obținute în celelalte probe.

Conținutul de fructani de tipul inulinei obținut în urma extracției din rădăcina de păstârnac prin diferite

tehnici de extracție, la parametrii optimi identificați.

Analizând rezultatele experimentale obținute, pentru realizarea extractului final, bogat

în fructani de tipul inulinei, din compoziția suplimentului alimentar nou dezvoltat, s-a utilizat

tehnica de extracție combinată (extracție asistată de enzime + extracție asistată de US),

utilizând rădăcină de păstârnac uscată, incubată cu celulază (122,5 U/g), în raport soluție

enzimatică/probă de 7/1, timp de 180 de minute, la temperatura de 40°C, urmat de extracția în

apă distilată prin tehnica asistată de US, timp de 5 minute, la un raport solvent/solid de 10/1.

Cel mai mare conținut de compuși polifenolici din rădăcina de păstârnac (432,60 mg

GAE/100 g s.u.), s-a obținut în materialul vegetal uscat, incubat cu celulază la temperatura de

40°C, timp de 180 de minute, tratament urmat de o extracție asistată de US în apă distilată, în

raport solvent solid de 10/1, timp de 5 minute, la amplitudinea de 70%, această valoare fiind
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cu aproximativ 20% mai mare față de cea obținută în același tip de material vegetal, în urma

extracției cu US timp de 5 minute, fără aplicarea în prealabil a tratamentului enzimatic.

Privitor la activitatea antioxidantă a extractelor de păstârnac, cele mai bune rezultate

au fost obținute în probele realizate prin combinația celor două tehnici neconvenționale

(extracției asistată de enzime și de extracția asistată de ultrasunete), obținându-se astfel un

conținut de 25,44 mg acid ascorbic/ 100 g s.u. în proba de păstârnac uscat.

Prin aplicarea metodei clasice de extracție a antocianilor din frunzele de varză roșie,

cel mai mare conținut, de 642,655 ±8,2 mg/ 100 g s.u., s-a obținut în materialul vegetal

liofilizat, macerat timp de 20 de minute, la temperatura camerei, în etanol 50%, acidifiat

0,05% cu HCl, în raport solvent/solid de 15/1.

Prin aplicarea tehnicii moderne de extracție asistată de US, cel mai mare conținut de

antociani (687,34 ± 4,2 mg/ 100g s.u.) s-a obținut în frunzele de varză roșie liofilizate la

temperatura de -50°C, în urma extracției timp de 20 de minute, la amplitudinea undelor

acustice de 70%, în etanol 50% acidifiat 0,05% cu HCl, în raport solvent solid de 15/1,

obținându-se astfel un conținut de antociani cu aproximativ 4,2% mai mare față de cel din

proba macerată.

Conținuturile de antociani obținute în urma extracției din frunzele de varză roșie liofilizate (VL),

prin diferite tehnici de extracție, utilizând parametrii optimi.

Acțiunea simultană a celulazei și pectinazei determină o creștere a conținutului de

antociani în extract, deoarece atât celulaza cât și pectinaza contribuie la degradarea

componentelor peretelui celular prin hidroliza legăturilor glicozidice ale polizaharidelor

complexe din structura acestuia (celuloză, pectină, hemiceluloză), proces care facilitează

eliberarea antocianilor din vacuole, dar și a compușilor fenolici legați de peretele celular.

Astfel, cel mai mare conținut, de 1078,834±8,2 mg antociani/100g s.u., s-a obținut în
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materialul vegetal liofilizat, în urma aplicării tratamentului enzimatic la temperatura de

incubare de 47°C, utilizând o soluție formată din celulază și pectinază, metodă combinată cu

extracția clasică a macerării, în etanol 50% acidifiat 0,05% cu HCl, timp de 20 de minute, în 3

etape succesive, la un raport solvent/solid de 15/1, obținându-se astfel un conținut cu

aproximativ 40% mai mare față de celelalte probe.

Pentru obținerea extractului din compoziția suplimentului alimentar nou dezvoltat, s-

au aplicat cele două metode combinate de extracție (extracția asistată de enzime + 3 x

extracția prin macerare), utilizând parametrii descriși anterior. În proba astfel obținută s-a

identificat cel mai mare conținut de compuși fenolici, de 1637,2±8,3 mg GAE/100g s.u.

respectiv cea mai puternică activitate antioxidantă, de 135,91±3,3 mg AAE/100g s.u.)

Stabilitatea termică a antocianilor din extractul antocianic de varză roșie a fost studiată

în condițiile de pH 3,5, la temperaturi de 50°C și respectiv 80°C. Degradarea termică a

antocianilor a urmat un model cinetic de ordinul I, parametrii cinetici determinați fiind

constanta de viteză, k, de 1,7 10-3 min-1 și timpul de înjumătățire, t1/2, de 405 minute (6,7 ore).

Degradarea termo-oxidativă a antocianilor, determinată prin analiza termică DSC și

TGA evidențiază mai multe etape de degradare a antocianilor din frunzele de varză roșie,

majoritatea evenimentelor surprinse în analiza DSC fiind corelate cu cele din analiza TG.

Curbele DSC (A, B) și TG (C, D) a probelor control și pre-tratate termic, analizate sub flux de
azot și respectiv de oxigen.
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4. CERCETĂRI EXPERIMENTALE DE VALIDARE A
PROPRIETĂȚILOR IMUNOSTIMULATOARE ALE UNOR

FORMULĂRI NOI DE PRODUSE BAZATE PE BIOEXTRACTELE
PREPARATE - REZUMAT

Acest capitol cuprinde date originale cu privire la formularea unui nou tip de

supliment alimentar dezvoltat ca emulsie în 2 variante experimentale obținute prin

combinarea celor trei categorii de extracte bogate în compuși biologic activi - caroteni,

fructani de tipul inulinei și antociani - extrași prin tehnici eficiente din resursele vegetale

autohtone selectate pentru această teză de doctorat, și anume dovleac plăcintar (Cucurbita

maxima var. Tudor), rădăcina de păstârnac (Pastinaca sativa, soi Bielas) și frunze de varză

roșie (Brassica oleracea var. capitata f. rubra).

Pentru realizarea extractelor s-au utilizat tehnicile de extracție care s-au dovedit a fi

cele mai eficiente, determinate pe baza studiilor preliminare efectuate pentru fiecare material

vegetal în parte, prezentate în capitolul anterior. În acest sens, s-au testat tehnici clasice de

extracție (macerare) precum și tehnici moderne (extracția asistată de ultrasunete US și

extracția asistată de enzime combinată cu macerarea sau US), prin combinarea unor

parametrii experimentali diferiți din punct de vedere al timpului și temperaturii de extracție, al

solventului și al raportului solvent/solid.

Întrucât compușii bioactivi vizați aparțin a două categorii diferite din punct de vedere

al solubilității, carotenii fiind compuși lipofilici, antocianii și fructanii de tipul inulinei fiind

compuși hidrofilici, în scopul obțineri unui amestec omogen, s-a decis ca produsul nou

dezvoltat să fie prezentat sub forma unei emulsii.

În prezentul capitol au fost dezvoltate două noi produse de tip emulsie, cu aplicație

practică ca suplimente alimentare antioxidante și anti-inflamatoare. Pentru stabilizarea

emusliilor dezvoltate, s-au utilizat aditivi sau stabilizatori naturali (guma de guar selectată în

urma unor teste preliminare complexe), cu scopul principal de a încetini destabilizarea

cinetică. Astfel, pentru a obține un amestec omogen din extractul uleios de β-caroteni,

extractul hidroalcoolic de antociani și extractul apos de fructooligozaharide (inulina), au fost

testate mai multe variante de concentrații și combinații între aditivi alimentari naturali cu rol

de emulgatori (lecitina din soia, guma arabică și guma guar). Acești aditivi sunt agreați de
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Uniunea Europeană spre a fi utilizați în alimentație, iar dintre ei, doar lecitina prezintă o doză

maximă admisă, de până la 5000 mg/l.

În urma testelor preliminare, în care s-a urmărit stabilitatea în timp a emulsiilor în care

au fost adăugate diferite procente de aditivi naturali, s-a stabilit ca variantă optimă emulsia cu

adaos de 0,5% gumă guar, procent raportat la masa totală a soluției, care este stabilă timp de

7-8 zile.

Pentru dezvoltarea unui produs nou, inovativ de tip emulsie bioactivă pe baza celor 3

ingrediente vegetale investigate, au fost stabilite două rețete, diferite din punct de vedere al

conținutului de molecule bioactive, pe baza studiilor cu privire la efectele interacțiunii între

aceste biomolecule.

Emulsiile au fost analizate atât din punct de vedere al stabilității în timp, cât și din

punct de vedere al conținutului și al activității biologice manifestate. Stabilitatea în timp

determinată prin analiza la microscopul optic a emulsiilor nou dezvoltate a fost de 7-8 zile în

cazul ambelor variante propuse. Analizând vâscozitatea emulsiei la temperaturi cuprinse între

4° și 40°C s-a observat o scădere a acesteia odată cu creșterea temperaturii, fapt ce indică o

influență negativă a temperaturii crescute asupra stabilității în timp, întrucât o emulsie cu o

vâscozitate mică este predispusă apariției fenomenelor de destabilizare. Pe baza acestei

analize, se recomandă depozitarea la temperatura de 4°C (temperatura de refrigerare),

temperatură la care tensiunea superficială a celor două lichide componente este mare, fapt ce

contribuie la creșterea stabilității în timp.

În urma analizei conținutului de compuși bioactivi din compoziția celor două emulsii

nou dezvoltate, s-au observat diferențe, acestea fiind datorate raportului diferit dintre cele 3

tipuri de extracte din formulele analizate. Astfel, cele mai mari conținuturi de antociani

(523,3±4,3 mg/100 g) și β-caroteni (2933±6,2 mg/100 ml) au fost determinate în emulsia E1,

în timp ce în emulsia E2 s-a determinat cel mai mare conținut de fructani de tipul inulinei

(1589±6,6 mg/100 ml).

În scopul validării proprietăților bioactive ale noilor produse dezvoltate, s-a analizat

activitatea antioxidantă, antiinflamatoare și antibacteriană. Astfel, rezultatele privind

activitatea antioxidantă a extractelor și a emulsiilor nou dezvoltate, determinată prin metodele

FRAP și DPPH, au arătat că extractul de antociani prezintă cea mai intensă acțiune

antioxidantă (41,67±0,6 mg AAE/100 ml extract, 18,91±0,2% DPPH), fiind urmat de

extractul de β-caroteni (40,41±0,1 mg AAE/100 ml extract,16,83±0,1% DPPH). Acest lucru

s-a reflectat și în activitatea antioxidantă mai intensă a primei variante de emulsii, E1, care

conține 50% extract de β-caroteni și 25% extract de antociani.
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Rezultatele obținute în urma testării proprietăților antiinflamatoare ale extractelor și a

celor două emulsii nou dezvoltate au dus la concluzia că extractul de antociani are o puternică

activitate antiinflamatoare (30,09%), apropiată de cea a acidului acetilsalicilic utilizat ca

martor (30,67%), fiind urmat de extractul de β-caroteni (26,05). Dintre emulsii, prima

variantă formulată, E1, având o compoziție de 25% antociani și 50% β-caroteni, prezintă o

activitate antiinflamatoare mai accentuată cu 4,21% comparativ cu emulsia care are un

conținut de 15% antociani și 25% caroteni. Cu toate acestea, ambele formulări de emulsii au

demonstrat un efect antiinflamator mai puternic decât cel al acidului acetilsalicilic.

În cea ce privește activitatea antibacteriană testată pe tulpinile Staphylococcus aureus

ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Enterobacter sp. ATCC 23355 și Streptococcus

haemolyticus, rezultatele obținute au arătat o ușoară inhibiție dovedită de extractul de

antociani, de inulină și respectiv de emulsia E1 asupra dezvoltării tulpinii de Streptococcus

haemolyticus, indicând faptul că aceste extracte/ emulsii pot avea un potențial efect

antibacterian, dar în concentrații mai mari.

Obținerea unui produs de tip emulsie, cu o stabilitate de până la 8 zile, prin utilizarea

exclusivă a ingredientelor naturale vegetale, agreate și de vegetarieni, a cărei acțiune

antiinflamatoare este comparabilă cu cea a acidului acetilsalicilic (aspirina), reprezintă un

rezultat notabil, drept pentru care a fost depusă și înregistrată la OSIM o Cerere de Brevet de

Invenție (Oancea S., Tecucianu A.C., Dulf FV., 2020).
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5. CONCLUZII FINALE, CONTRIBUŢII PROPRII ȘI DIRECŢII

VIITOARE DE CERCETARE

1. Pentru îndeplinirea scopului propus, de dezvoltare a unui produs de tip supliment

alimentar inovativ, cu o compoziție unică, au fost selectate următoarele tipuri de compuși

biologici: antioxidanții naturali de tipul β-carotenilor și compușilor polifenolici (antociani)

care au un efect protector asupra celulelor sistemului imunitar, și prebioticele (inulina), care

contribuie la stimularea sistemului imunitar prin căi de acțiune directe sau indirecte.

2. Materiile prime, valoroase pentru potențialul lor bioactiv și studiate în prezenta teză de

doctorat au fost atent selecționate, pe baza unor criterii de sustenabilitate, bazate pe

următoarele aspecte: specii de plante autohtone, neexploatate sau puțin exploatate în scopurile

stabilite în prezenta teză, materii prime accesibile economic, care să aibă un conținut ridicat

de compuși bioactivi cu rol benefic în special la nivelul sistemului imunitar.

3. Pentru îndeplinirea scopului propus, au fost selectate următoarele resurse vegetale:

dovleacul plăcintar (Cucurbita maxima populație locală var. Tudor), care constituie o sursă

bogată în antioxidanți naturali, în special β-caroteni, rădăcina de păstârnac (Pastinaca sativa),

care este o sursă bogată în fructani de tipul inulinei, prebiotice cu efecte imunostimulatoare, și

varza roșie (Brassica oleracea var. capitata f. rubra) care este bogată în antociani, pigmenți

care manifestă un efect protector asupra degradării oxidative și efect imunostimulator.

4. Tehnicile extractive au fost selectate ținând cont atât de necesitatea extracției unei

cantități cât mai mari de compuși bioactivi, dar și de principiile sustenabilității referitoare la

consumul minim de reactivi și de utilizare a acelor solvenți prietenoși cu mediul.

5. Macerarea a fost testată ca metodă clasică de extracție a moleculelor bioactive de

interes din cele trei matrici vegetale, urmărind utilizarea unui raport solvent/solid cât mai mic,

și a unor solvenți agreați în industria alimentară (apă, etanol, ulei vegetal). De asemenea, s-a

testat extracția asistată de ultrasunete ca tehnică neconvențională, utilizată cu scopul reducerii

timpului și a cantității de solvent folosită pentru cele trei resurse vegetale, metoda aplicată

fiind controlată din punct de vedere al temperaturii procesului, o valoare ridicată putând

influența negativ compușii termolabili (β-caroteni, antociani). Pentru optimizarea extracției

compușilor bioactivi de interes, s-a testat și o a treia variantă extractivă combinată

(biotehnologică) prin care cele trei materii prime vegetale au fost supuse unui tratament
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enzimatic utilizând enzimele celulază și/sau pectinază, urmat de extracția compușilor

bioactivi vizați prin metoda clasică a macerării și respectiv prin tehnica modernă de extracție

asistată de ultrasunete.

6. Conținutul total de compuși bioactivi a fost determinat sub influența diferiților

parametrii de extracție, precum solventul, temperatura de extracție, raportul solvent/solid,

timpul și amplitudinea undelor acustice, utilizând 3 tehnici extractive, macerarea, extracția

asistată de ultrasunete și extracția asistată de enzime, precum și a pre-tratamentelor aplicate

materiei prime (congelare, uscare, liofilizare).

7. În ceea ce privește extracția β-carotenului din pulpa de dovleac, în urma aplicării celor

3 tehnici de extracție, utilizând diferite combinații de parametrii care ar putea influența

cantitatea lor în extractul final, cel mai mare conținut (62,6 ±1,1 mg β-caroten/100 g s.u.) s-a

obținut în materialul vegetal vegetal liofilizat, prin aplicarea metodei clasice a macerării,

timp de 2 ore în acetonă/hexan (1/1), la temperatura camerei, în raport solvent/solid de 40/1.

Un conținut apreciabil de β-caroteni de 61,13 mg β-caroten/100 g s.u., s-a obținut în extractul

realizat din același tip de material vegetal (liofilizat), folosind uleiul din semințe de dovleac

obținut prin presare la rece, ca alternativă la solvenții organici, fiind prietenos cu mediul, în

raport solvent solid de 10/1. Analizând comparativ rezultatele experimentale obținute s-a

observat că, indiferent de tehnica de extracție aplicată și de solventul utilizat, în extractele din

materialul vegetal liofilizat s-au identificat cele mai mari conținuturi de molecule bioactive de

interes.

8. Prin aplicarea extracției asistate de ultrasunete, utilizând raportul solvent/solid de 10/1,

timp de 30 de minute, la amplitudinea undelor acustice de 70%, s-au obținut valori ale

conținutului de β-caroten mai scăzute în probele de dovleac liofilizat, comparativ cu cele

obținute prin metoda clasică, acestea fiind influențate în principal de temperatura de extracție.

9. Prin tehnica de extracție asistată de enzime, combinată cu macerarea, în urma incubării

materialului vegetal liofilizat cu celulază (122,5 U/g) și pectinază (100 U/g), timp de 120 de

minute la temperatura de 40°C, urmat de extracția clasică prin macerare în etanol 70%, s-a

obținut un conținut de β-caroten redus la jumătate față de valorile obținute prin utilizarea

tehnicilor de macerare respectiv de extracție cu US, în același solvent, rezultatele fiind

probabil influențate de expunerea îndelungată a moleculelor termolabile de β-caroten la

acțiunea temperaturilor crescute din timpul incubării cu soluția enzimatică.

10. Pentru realizarea extractului utilizat la dezvoltarea noului suplimentului alimentar s-a

aplicat extracția prin metoda clasică a macerării, în ulei din semințe de dovleac, utilizând

materialul vegetal liofilizat în raport solvent/solid de 10/1, timp de 30 de minute în acest

extract determinându-se un conținut de polifenoli de 110,7 ±3,5 mg GAE /100g.
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11. În urma analizei activității antioxidante, determinată prin metoda FRAP, în extractele

realizate în etanol 70%, din pulpa liofilizată de dovleac, prin aplicarea parametrilor optimi ai

celor 3 tehnici extractive, cel mai mare conținut, de 55,25 ±1,5 mg acid ascorbic/ 100 g s.u., s-

a identificat în proba macerată timp 30 de minute în raport solvent/solid de 10/1, aceasta fiind

cu 9% mai mare față de activitatea antioxidantă a extractului obținut prin extracția asistată de

enzime combinată cu macerarea, respectiv cu 12% mai mare față de cea identificată în

extractul obținut prin tehnica modernă de extracție asistată de US.

12. În ceea ce privește extracția fructanilor de tipul inulinei din probele de rădăcină de

păstârnac prin metoda macerării, timp de 2 ore, în două etape succesive, în proba proaspătă s-

a obținut un conținut de aproximativ 2 ori mai mare în comparație cu cel obținut în proba

uscată.

13. În extractele realizate prin tehnica modernă de extracție cu US, timp de 5 minute, la

amplitudinea undelor acustice de 70% s-a obținut un conținut cu aproximativ 9% mai mare

comparativ cu cel obținut în extractul macerat timp de 2 ore în două etape succesive, în proba

de păstârnac proaspăt, rezultat ce indică faptul că utilizarea tehnicii neconvenționale de

extracție este o metodă rapidă și eficientă de extracție a fructanilor de tipul inulinei din

rădăcina de păstârnac, teorie susținută și de rezultatele obținute în probele de păstârnac uscat,

în care s-a înregistrat, de asemenea, o creștere cu aproximativ 20%.

14. În urma aplicării celor două tehnici neconvenționale (de extracție asistată de enzime și

extracție asistată cu ultrasunete) simultan, s-a înregistrat o creștere spectaculoasă a

conținutului de fructani de tipul inulinei, în special în proba de păstârnac uscat, în care s-a

obținut un conținut de 156,67 ± 3,1 mg inulină/100g s.u., acesta fiind cu aproximativ 60% mai

mare comparativ cu valorile obținute în celelalte probe.

15. Analizând rezultatele experimentale obținute, pentru realizarea extractului final, bogat

în fructani de tipul inulinei, din compoziția suplimentului alimentar nou dezvoltat, s-a utilizat

tehnica de extracție combinată (extracție asistată de enzime + extracție asistată de US),

utilizând rădăcină de păstârnac uscată, incubată cu celulază (122,5 U/g), în raport soluție

enzimatică/probă de 7/1, timp de 180 de minute, la temperatura de 40°C, urmat de extracția în

apă distilată prin tehnica asistată de US, timp de 5 minute, la un raport solvent/solid de 10/1.

16. Cel mai mare conținut de compuși polifenolici din rădăcina de păstârnac (432,60 mg

GAE/100 g s.u.), s-a obținut în materialul vegetal uscat, incubat cu celulază la temperatura de

40°C, timp de 180 de minute, tratament urmat de o extracție asistată de US în apă distilată, în

raport solvent solid de 10/1, timp de 5 minute, la amplitudinea de 70%, această valoare fiind

cu aproximativ 20% mai mare față de cea obținută în același tip de material vegetal, în urma

extracției cu US timp de 5 minute, fără aplicarea în prealabil a tratamentului enzimatic.
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17. Privitor la activitatea antioxidantă a extractelor de păstârnac, determinată prin metoda

FRAP, cele mai bune rezultate au fost obținute în probele realizate prin combinația celor

două tehnici neconvenționale (extracția asistată de enzime și de extracția asistată de

ultrasunete), obținându-se astfel un conținut de 25,44 mg acid ascorbic/ 100 g s.u. în proba de

păstârnac uscat.

18. Prin aplicarea metodei clasice de extracție a antocianilor din frunzele de varză roșie,

cel mai mare conținut, de 642,655±8,2 mg/ 100 g s.u.,s-a obținut în materialul vegetal

liofilizat, macerat timp de 20 de minute, la temperatura camerei, în etanol 50%, acidifiat

0,05% cu HCl, în raport solvent/solid de 15/1.

19. Prin aplicarea tehnicii moderne de extracție asistată de US, cel mai mare conținut de

antociani (687,34±4,2 mg/ 100g s.u.) s-a obținut în frunzele de varză roșie liofilizate la

temperatura de -50°C, în urma extracției timp de 20 de minute, la amplitudinea undelor

acustice de 70%, în etanol 50% acidifiat 0,05% cu HCl, în raport solvent solid de 15/1,

obținându-se astfel un conținut de antociani cu aproximativ 4,2% mai mare față de cel din

proba macerată.

20. Acțiunea simultană a celulazei și pectinazei determină o creștere a conținutului de

antociani în extract, deoarece atât celulaza cât și pectinaza contribuie la degradarea

componentelor peretelui celular prin hidroliza legăturilor glicozidice ale polizaharidelor

complexe din structura acestuia (celuloză, pectină, hemiceluloză), proces care facilitează

eliberarea antocianilor din vacuole, dar și a compușilor fenolici legați de peretele celular.

Astfel, cel mai mare conținut, de 1078,834±8,2 mg antociani/100g s.u., s-a obținut în

materialul vegetal liofilizat, în urma aplicării tratamentului enzimatic la temperatura de

incubare de 47°C, utilizând o soluție formată din celulază și pectinază, metodă combinată cu

extracția clasică a macerării, în etanol 50% acidifiat 0,05% cu HCl, timp de 20 de minute, în 3

etape succesive, la un raport solvent/solid de 15/1, obținându-se astfel un conținut cu

aproximativ 40% mai mare față de celelalte probe.

21. Pentru obținerea extractului din compoziția suplimentului alimentar nou dezvoltat, s-

au aplicat cele două metode combinate de extracție (extracția asistată de enzime + 3 extracții

succesive prin macerare), utilizând parametrii descriși anterior. În proba astfel obținută s-a

identificat cel mai mare conținut de compuși fenolici, de 1637,2±8,3 mg GAE/100g s.u.

respectiv cea mai puternică activitate antioxidantă, de 135,91±3,3 mg AAE/100g s.u.

22. Stabilitatea termică a antocianilor din extractul antocianic de varză roșie a fost studiată

în condițiile de pH 3,5, la temperaturi de 50°C și respectiv 80°C. Degradarea termică a

antocianilor a urmat un model cinetic de ordinul I, parametrii cinetici determinați fiind

constanta de viteză, k, de 1,7 10-3 min-1 și timpul de înjumătățire, t1/2, de 405 minute (6,7 ore).
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23. Degradarea termo-oxidativă a antocianilor, determinată prin analiza termică DSC și

TGA a evidențiat mai multe etape de degradare a antocianilor din frunzele de varză roșie,

majoritatea evenimentelor surprinse în analiza DSC fiind corelate cu cele din analiza TG.

24. Pentru valorificarea extractelor obținute au fost dezvoltate două noi produse de tip

emulsie, cu aplicație practică ca suplimente alimentare antioxidante și anti-inflamatoare,

emulsia E1 fiind compusă din 50% extract de β-caroten, 25% extract bogat în antociani și

25% extract bogat în fructani de tipul inulinei, iar emulsia E2 fiind alcătuită din 25% extract

de β-caroten, 15% extract de antociani și 60% extract de fructani de tipul inulinei.

25. Pentru obținerea unui amestec omogen din extractul uleios de β-caroteni, extractul

hidroalcoolic de antociani și extractul apos de fructooligozaharide (inulina), au fost testate

mai multe variante de concentrații și combinații între aditivi alimentari naturali cu rol de

emulgatori (lecitina din soia, guma arabică și guma guar).

26. Testarea încetinirii destabilizării cinetice a emulsiilor nou dezvoltate a condus la

concluzia că guma de guar în concentrație de 0,5% are efect stabilizant, fiind selectată în

urma unor teste preliminare complexe.

27. Stabilitatea în timp a emulsiilor nou dezvoltate, determinată prin analiza la

microscopul optic, a fost de 7-8 zile în cazul ambelor variante propuse.

28. Analiza vâscozității emulsiei la temperaturi cuprinse între 4° și 40°C a arătat o scădere

a acesteia odată cu creșterea temperaturii, fapt ce indică o influență negativă a temperaturii

crescute asupra stabilității în timp, întrucât o emulsie cu o vâscozitate mică este predispusă

apariției fenomenelor de destabilizare. Pe baza acestei analize, se recomandă depozitarea la

temperatura de 4°C (temperatura de refrigerare), temperatură la care tensiunea superficială a

celor două lichide componente este mare, fapt ce contribuie la creșterea stabilității în timp.

29. În urma analizei conținutului de compuși bioactivi din compoziția celor două emulsii

nou dezvoltate, s-au observat diferențe, acestea fiind datorate raportului diferit dintre cele 3

tipuri de extracte din formulele analizate. Astfel, cele mai mari conținuturi de antociani

(523,3±4,3 mg/100 g) și β-caroteni (2933±6,2 mg/100 ml) au fost determinate în E1, în timp

ce în E2 s-a determinat cel mai mare conținut de fructani de tipul inulinei (1589±6,6 mg/100

ml).

30. În scopul validării proprietăților bioactive ale noilor produse dezvoltate, s-a analizat

activitatea antioxidantă, antiinflamatoare și antibacteriană, rezultatele obținute fiind

următoarele:

 Rezultatele privind activitatea antioxidantă a extractelor și a emulsiilor nou dezvoltate,

determinată prin metodele FRAP și DPPH, au arătat că extractul de antociani prezintă

cea mai intensă acțiune antioxidantă (41,67±0,6 mg AAE/100 ml extract, 18,91±0,2%
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DPPH), fiind urmat de extractul de β-caroteni (40,41±0,1 mg AAE/100 ml,

16,83±0,1% DPPH). Acest lucru s-a reflectat și în activitatea antioxidantă mai intensă

a primei variante de emulsii, E1, care conține 50% extract de β-caroteni, 25% extract

de antociani și 25% fructani.

 Rezultatele obținute în urma testării proprietăților antiinflamatoare ale extractelor și a

celor două emulsii nou dezvoltate au dus la concluzia că extractul de antociani are o

puternică activitate antiinflamatoare (30,09%), apropiată de cea a acidului

acetilsalicilic utilizat ca martor (30,67%), fiind urmat de extractul de β-caroteni

(26,05%). Dintre emulsii, prima variantă, E1, având o compoziție de 25% antociani,

50% β-caroteni și 25% fructani, prezintă o activitate antiinflamatoare mai ridicată cu

4,21% comparativ cu emulsia care are un conținut de 15% antociani și 25% caroteni

60% fructani. Cu toate acestea, ambele formulări de emulsii au demonstrat un efect

antiinflamator mai puternic decât cel al acidului acetilsalicilic.

 Rezultatele obținute privind activitatea antibacteriană testată pe tulpinile standard de

bacterii gram-pozitive și gram-negative, Staphylococcus aureus ATCC 25923,

Escherichia coli ATCC 25922, Enterobacter sp. ATCC 23355 și Streptococcus

haemolyticus, au arătat o ușoară inhibiție a creșterii acestora dovedită de extractul de

antociani, de inulină și respectiv de emulsia E1 asupra dezvoltării tulpinii de

Streptococcus haemolyticus, indicând faptul că aceste extracte/ emulsii pot avea un

potențial efect antibacterian, dar în concentrații mai mari.

Contribuții originale

Prin prezenta lucrare de cercetare s-au adus contribuții importante la nivel teoretic,

experimental și aplicativ în domeniul extractelor de compuși bioactivi de interes selectați -

antociani, β-caroteni, fructani de tipul inulinei, dar și a altor compuși de interes, precum

compușii polifenolici, cu potențial de a conduce la obținerea unor produse valoroase,

inovative, dezvoltate cu scopul beneficiilor aduse prin prisma activităților biologice, și

aplicații în sectorul alimentar:

 Contribuții la îmbogățirea bazei teoretice prin sinteza realizată privind potențialele

beneficii, în special asupra sistemului imunitar, ale compușilor bioactivi de interes

selectați, studiu concretizat prin publicarea a două articole științifice având ca temă

potențialul imunostimulator al unor categorii de compuși extrași din plante, respectiv o

abordare din punct de vedere istoric a utilizării antioxidanților în medicină și

alimentație.
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 Studii asupra aplicării unor tehnici extractive clasice (macerarea) și moderne (extracția

asistată de ultrasunete, extracția asistată de enzime), prin utilizarea a diferiților

parametrii experimentali.

 Cercetări experimentale de stabilire a condițiilor optime de extracție a compușilor

bioactivi vizați din extractele preparate și propuse ca ingrediente naturale ale unor

produse inovative bioactive

 Caracterizarea fizico-chimică și biologică a bioextarctelor obținute

 Conceperea și dezvoltarea a două produse inovative de uz alimentar cu o stabilitate

acceptabilă, prin utilizarea exclusivă a ingredientelor naturale vegetale (cele 3

bioextracte preparate), agreate și de vegetarieni, potențialul bioactiv fiind validat prin

testarea proprietăților antioxidante, antiinflamatoare și antimicrobiene.

Recomandări și direcții viitoare de cercetare

Rezultatele experimentale notabile obținute în prezenta teză de doctorat se doresc a fi

continuate sub aspectul standardizării extractelor obținute, întrucât, așa cum au demonstrat și

alte studii realizate în acest sens, conținutul de molecule bioactive de interes variază, în cadrul

aceleiași specii, de la o varietate la alta și chiar de la o plantă la alta, fiind puternic influențat

de factorii de mediu și de zona geografică în care aceasta s-a dezvoltat (luminozitate,

temperatură, altitudine, etc.).

O altă recomandare constă în cercetarea din punct de vedere al activității manifestate

in vitro și in vivo a acțiunii sinergice a categoriilor de molecule bioactive din compoziția

noilor produse dezvoltate, de tip supliment alimentar.

De asemenea, cercetările viitoare se pot îndrepta și spre abordări interdisciplinare, prin

realizarea unor studii clinice, pe categorii de pacienți, pentru identificarea beneficiilor aduse

asupra organismului uman, pe lângă testarea de laborator finalizată în această teză de doctorat.
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