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s SUMAR . e

Prezenta teza de doctorat reprezinta o abordare personald cu scopul valorificarii
componentelor bioactive din legume (dovleac placintar, radacina de pastarnac, varza rosie),
cu potential pentru dezvoltarea unor produse naturale inovative.

In urma analizei in literatura de specialitate s-au stabilit cele 3 categorii de compusi cu
potential imunostimulator (antociani, caroteni, fructani de tipul inulinei), si sursele bogate in
acesti compusi, selectate pe baza unor criterii de sustenabilitate, bazate pe urmatoarele aspecte:
specii de plante autohtone, neexploatate sau putin exploatate in scopurile stabilite in prezenta
teza, materii prime accesibile economic, care sd aiba un continut ridicat de compusi bioactivi
cu rol benefic in special la nivelul sistemului imunitar.

Pentru realizarea extractiilor au fost testati diferiti parametrii de proces, precum timpul,
temperatura de extractie, raportul solvent/solid si diversi solventi inclusiv cei prietenosi cu
mediul (apd, etanol de diferite concentratii, ulei vegetal). De asemenea, au fost testate metode
de extractie clasice (macerarea) si moderne (extractia asistatd de ultrasunete si extractia
asistatd de enzime) si combinatii ale celor doud categorii de metode. Dintre metodele
neconventionale, in prezentul studiu s-a aplicat pentru prima datd tehnica de extractie
utilizind o combinatie enzimaticd de pectinazd si celulaza, 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 si extractie cu ultrasunete, cu
scopul utilizarii unei cantitdti minime de solvent.

Pentru formularea unor produse inovative de tipul unui supliment alimentar cu
potential bioactiv, s-au utilizat extractele obtinute prin aplicarea parametrilor optimi de
extractie determinati in prima parte experimentald. In cea de-a doua parte experimentald au
fost dezvoltate doud noi produse de tip emulsie, cu aplicatie practica ca suplimente alimentare
antioxidante si anti-inflamatoare. Pentru stabilizarea lor, s-au utilizat aditivi naturali (guma de
guar selectatd in urma unor teste preliminare complexe), cu scopul principal de a incetini
destabilizarea cinetica. Astfel s-au obtinut produse de tip emulsie, cu o stabilitate de pana la 8
zile, prin utilizarea exclusiva a ingredientelor naturale vegetale, agreate si de consumatorii
vegetarieni, a carei actiune antiinflamatoare a fost validata experimental, fiind comparabila cu
cea a acidului acetilsalicilic (aspirina).

Rezultatele obtinute in cadrul acestei cercetari doctorale aduc contributii originale cu
caracter aplicativ, fiind diseminate prin publicarea unor articole stiintifice in reviste cotate ISI,
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BDI, prin prezentarea de lucrari la conferinte nationale si internationale din domeniu, prin

inaintarea unei propuneri de brevet OSIM.

CUVINTE CHEIE: antioxidanti, antociani, caroteni, celulaza, compusi bioactivi, dovleac
placintar, DPPH, emulsie, enzime, FRAP, frunze de varza rosie, imunostimulator, inulina,

macerare, pectinaza, polifenoli, radacina de pastarnac, sustenabil, ultrasunete
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analizate sub flux de azot si respectiv de oxigen.

Figura 58. Continuturile de antociani obtinute in urma extractiei din frunzele de varza
rosie liofilizate (VL), prin diferite tehnici de extractie, utilizand parametrii optimi.

Figura 59. Reprezentarea schematica a tipurilor de emulsiit O/W si W/O.

Figura 60. Formarea emulsiei pe baza de extracte uleioase si apoase bioactive, prin adaos
de guma guar.

Figura 61. Analiza microscopica a modificérilor aparute in structura emulsiilor dupa 10
zile (40X).

Figura 62. Evaluarea indicelui de cremare a emulsiilor E1 si E2, nou dezvoltate.

Figura 63. Influenta temperaturii asupra vascozitatii emulsiei (E1).

Figura 64.Spectrul GC-MS al uleiului din seminte de dovleac utilizat la extractia -
carotenilor din pulpa de dovleac .

Figura 65. Spectrul GC-MS al emulsiei nou dezvoltate, E1.

Figura 66. Spectrul GC-MS al emulsiei nou dezvoltate, E2.

Figura 67. Activitatea antimicrobiana a extractelor de caroteni, antociani si inulind si a
celor doud variante de emulsii.
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INTRODUCERE

Industria farmaceutica si a suplimentelor alimentare se afla intr-o continud dezvoltare,
in special ramura fitoterapeuticd care se axeaza pe dezvoltarea produselor destinate
imbunatatirii starii de sdnatate, pe baza de plante dar si imbunatatirea proceselor industriale de
productie si de control a calititii acestor produse. In acest sens se fac numeroase cercetiri
nationale si internationale pe diferite specii de plante, pentru identificarea componentelor
bioactive din compozitia lor, dar si pentru imbunététirea proceselor extractive si de testare a
proprietatilor lor biochimice si a efectelor asupra organismului uman.

Ideea dezvoltarii in prezenta tezd de doctorat a unui supliment alimentar
imunostimulator a pornit de la premisa ca, indiferent de stilul de viata adoptat, In prezent ne
confruntdm cu problema consumului de legume si fructe care sunt culese prematur, ceea ce
inseamna ca valoarea lor nutritiva este diminuata, lucru care duce la un dezechilibru la nivelul
organismului si, implicit, un dezechilibru al sistemului imunitar. Din aceastd cauzad apare
nevoia suplimentdrii aportului de vitamine, minerale si alte biomolecule necesare
organismului. Pentru atingerea acestui scop, au fost propuse metode extractive eficiente care
au fost ulterior verificate experimental.

Conform Ministerului Sanatatii, suplimentele alimentare sunt considerate produse
alimentare comercializate sub forma de doze, care contin concentratii mari de nutrienti, a
caror consum are scopul de suplimentare a regimului alimentar cu diversi nutrienti (Ministerul
Sanatatii Publice, 2007).

S-a dovedit stiintific faptul cd sistemul imunitar este sensibil la diversi factori, iar
stresul este unul dintre elementele care afecteazd in mod direct imunitatea. Mecanismul prin
care acesta actioneazd in mod negativ asupra imunitatii este acela cd sub influenta stresului,
corpul produce o cantitate mare de specii reactive de oxigen in comparatie cu antioxidantii
enzimatici §i non-enzimatici care ar trebui sa lupte impotriva lor, ceea ce duce la un
dezechilibru (Krishnaiah si al., 2011). Pornind de la aceastd teorie, majoritatea studiilor pe
produse cu proprietdti imunostimulatoare au dovedit un efect benefic asupra imunitatii prin
actiunea lor antioxidantd si prin efectul protector asupra celulelor imunitare impotriva
speciilor reactive de oxigen.

Studiul prezent vizeaza dezvoltarea unui produs pe baza de plante (legume), avand o
compozitie specificd si unica, fiind eficient si diferit fatd de alte produse deja existente pe
piata, printr-o combinatie inovativd de biomolecule esentiale pentru sistemul imunitar. Mai
mult, tema vizeaza valorificarea durabild a unor plante cultivate n biodiversitatea tarii noastre,
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altele decat cele clasice (plante medicinale, condimente, fructe), produsul proiectat fiind
sustenabil si potrivit inclusiv pentru vegetarieni.

Pe piatda existd o gama diversificatd de suplimente alimentare cu proprietati
imunostimulatoare, care combina diferite plante medicinale cu origini geografice specifice,
sau ingrediente de origine animald cu importanta asupra sistemului imunitar (miere, propolis,
polen, acizi omega din peste, etc.).

Acestei lucrari 1 se pot asocia conceptele de sustenabilitate si dezvoltare durabila
datoritd faptului cd se bazeazd pe principiile acestora. Prin utilizarea materiilor prime
regenerabile si a metodelor de lucru cu reactivi “prietenosi” cu mediul, se asigura accesul la
suplimente alimentare sigure, destinate consumului uman. De asemenea, selectionarea
metodelor de lucru are la baza principiul consumului minim de reactivi, care este in
conformitate cu obiectivul Strategiei Nationale pentru Dezvoltare Durabild a Romaniei
Orizonturi 2013-2020-2030, care are ca scop utilizarea unui volum redus de resurse energetice
si materiale.

Sistemul imunitar reprezintd sistemul de aparare al organismului mpotriva infectiilor.
In organism, protectia organismului este asiguratdi prin 3 linii principale de aparare:
mucoasele si secretiile cutanate, leucocitele, proteinele/peptidele antimicrobiene si raspunsul
inflamator si sistemul imunitar, reprezentat de limfocite si anticorpi (Oancea, 2010). In cazul
in care nu sunt suficiente aceste mecanisme de apdrare, este necesard interventia fie
preventiva (cu suplimente alimentare) fie terapeutica (cu medicamente specifice).

Componentele bioactive din plante sunt bioelemente din compozitia resurselor vegetale,
cu efecte specifice asupra organismului. Pot avea proprietati catalizatoare ale unor reactii
chimice din interiorul organismului, pot constitui elemente de legaturd intre diferite cai
metabolice sau pot avea efect protector asupra celulelor. Cunoasterea proprietatilor
farmacologice ale compusilor biologici permite dezvoltarea unor tehnici de extractie adecvate,
prin intermediul carora se pot obtine bioextracte ce constituie ingrediente importante in
dezvoltarea industriala a unor produse de interes.

Dintre componentele bioactive, cele identificate ca fiind necesare sistemului imunitar
sunt antioxidantii naturali de tipul antocianilor, carotenilor sau micronutrientilor. Aceste
biomolecule au proprietatea de a proteja sistemul imunitar impotriva activitatii oxidative a
radicalilor liberi. Prebioticele de tipul polifructozaharidelor au dovedit, de asemenea, un efect
imunostimulator indirect, prin stimularea cresterii speciilor de bacterii benefice din intestin si

prin cresterea concentratiei de imunoglobuline A (IgA) din tesuturi (Oancea, 2010).
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In acest context, scopul principal al prezentei teze de doctorat constd in formularea
unei retete noi pentru dezvoltarea un supliment alimentar cu proprietati imunostimulatoare,
obtinut din extracte bioactive din plante atent selectionate.

Pentru indeplinirea scopului propus, obiectivele de cercetare stabilite sunt:

» Identificarea si selectarea atenta a unor materii prime, in principal autohtone, cu
continut ridicat de biomolecule cu rol imunostimulator (antociani, inulina, carotenoizi)
pretabile atingerii scopului tezei

» Extractia, caracterizarea fizico-chimica precum si evaluarea stabilitatii compusilor
biologic activi din plantele selectionate — utilizarea unor metode specifice clasice si
moderne de extractie si selectarea acelei metode care sd permitd izolarea compusilor
cu randament ridicat si pastrarea bioactivitatii.

» Obtinerea unor formule de supliment alimentar bazate pe o combinatie specifica a
extractelor vegetale obtinute (elaborarea retetei tehnologice, a formei de prezentare, a
caracteristicilor fizico-chimice a diferitelor compozitii dezvoltate).

» Evaluarea concentratiei componentelor bioactive vizate, atdt din extracte cat si din
compozitiile finale dezvoltate.

» Validarea proprietatilor compozitiilor dezvoltate prin testarea in vitro a efectelor
biologice.

Pentru realizarea prezentei teze de doctorat si parcurgerea acestor obiective, teza a fost
elaborata intr-un numar de 187 de pagini, fiind structuratd in 5 capitole principale, organizate
in subcapitole corespunzatoare, contindnd 67 de figuri si 16 tabele.

Capitolul 1 (Introducere”) prezintd necesitatea si motivatia alegerii temei prin
expunerea obiectivelor principale ale tezei de doctorat.

Capitolul 2 (“Contributii privind valorificarea unor resurse vegetale autohtone cu un
continut ridicat de compusi bioactivi de interes pentru dezvoltarea de noi produse”) descrie
caracterizarea resurselor vegetale de interes selectate, precum si elaborarea metodelor
adecvate de extractie a compusilor bioactivi vizati.

Capitolul 3 (“Cercetari experimentale privind obtinerea si caracterizarea bioextractelor
bogate in principii biologic active din materiile prime selectate)” prezintd rezultatele
experimentale obtinute Tn urma extractiilor compusilor bioactivi prin diferite tehnici.

Capitolul 4 ("Cercetari experimentale de validare a proprietatilor imunostimulatoare ale
unor noi produse bazate pe bioextractele preparate”) contine date cu privire la elaborarea si
dezvoltarea a doua produse inovative de uz alimentar, de tip supliment alimentar,

caracterizarea fizico-chimica a acestora, precum si validarea proprietatilor bioactive.
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Capitolul 5 ("Concluzii finale, contributii proprii si directii viitoare de cercetare”)
contine principalele concluzii ale prezentei lucrdri de doctorat, contributiile proprii aduse in
domeniu, atat in sfera aplicativa cat si In cea teoreticd, si expune noi directii de cercetare

derivate din tema propusa.
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1.STUDIUL DOCUMENTAR - REZUMAT

IDENTIFICAREA COMPONENTELOR BIOACTIVE ESENTIALE PENTRU
DEZVOLTAREA UNUI PRODUS NATURAL IMUNOSTIMULATOR

Sistemul imunitar are nevoie de numeroase resurse pentru a functiona. Pe langa
vitaminele si mineralele esentiale sistemului imunitar, care sunt binecunoscute in prezent,
existd si alte biomolecule care au dovedit un efect benefic, uneori chiar mai mare asupra
imunitatii prin actiunea lor directa sau indirecta asupra diverselor componente ale sistemului
de aparare al organismului.

Nutritia sdndtoasa reprezintd elementul cheie al raspunsurilor imune, malnutritia fiind
cea mai frecventd cauzd a imunodeficientei la nivel mondial. Prin intermediul alimentatiei
organismul beneficiaza de vitaminele si mineralele necesare dar si de compusi biologic activi
care au diferite efecte benefice asupra proceselor biologice din organism.

Pentru functionarea optima, sistemul imunitar are nevoie 1n special de vitaminele A,
Bs, Bo, Bi2, C, D, E, si microelementele fier, zinc, cupru si seleniu, insd existd fitocompusi
care au dovedit activititi imunomodulatoare prin cdi de actiune directe sau indirecte. Intre
acestia se numara antioxidantii naturali din categoria carotenilor si compusilor fenolici care
includ clasa de antociani, cu actiune directa, care au efect protector asupra celulelor sistemului
imunitar si care stimuleazd sau inhiba sinteza unor compusi implicati in semnalizarea celulara
din cadrul proceselor biologice de aparare a organismului.

Pe de alta parte, pe langa efectele benefice asupra microflorei intestinale, prebioticele
au proprietati imunostimulatoare atdt pe cale directd cat si indirectd, fiind implicate in
cresterea randamentului de producere a unor componente esentiale sistemului imunitar.

Cunoasterea proprietatilor farmacologice ale acestor compusi permite dezvoltarea unor
metode adecvate de extractie a lor din matricile vegetale. Bioextractele obtinute pot constitui
ingrediente importante n dezvoltarea industriald a unor produse de interes.

In scopul dezvoltirii unui produs natural 100%, sustenabil si eficient, cu efecte
imunostimulatoare, in prezenta tezd de doctorat am identificat si verificat experimental 3
tipuri de compusi bioactivi concentrati in legume, fiind vorba de antioxidantii naturali de tipul

carotenilor, antocianilor si fructooligozaharidelor.
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CAROTENII

Carotenii sunt un grup de pigmenti naturali din categoria polienelor, care au structuri
si functii diverse (Landrum, 2010). Sunt substante cu proprietati speciale pe care nicio alta
grupa de substante nu le poseda. Proprietatile lor sunt determinate de structura moleculara, iar
legatura dintre structura, proprietatile si functiile lor este necesard pentru intelegerea
importantei pe care o au in diferite contexte biologice (Britton si al., 2008).

Pe parcursul timpului, caracteristicile carotenilor au fost intens studiate de catre
cercetdtori, insd proprietdtile acestora in solutiile organice simple nu caracterizeazd in
totalitate activitatea biologica pe care o au in vivo. In organismele vii, carotenii sunt parte a
unor sisteme complexe si sunt adesea intalniti in structuri sub-celulare organizate, in cadrul
carora proprietdtile chimice le sunt influentate de prezenta altor molecule aflate in vecinatate.
Acestia sunt mult mai stabili in vivo decat dupa izolare (Britton si al., 2008).

Carotenii sunt compusi hidrofobi, motiv pentru care au tendinta si se asocieze cu
lipidele, fiind adesea integrati in structura complexa a membranelor celulare. Aceastd asociere
depinde mult de particularitatile fizice, in special de marime, forma si prezenta grupelor
functionale (Britton si al., 2008).

Cu privire la semnificatia biologica, este important de amintit rolul lor ca precursori ai
metabolitilor care au diferite functii In organism (Britton si al., 2008).

Carotenoizii aduc numeroase beneficii asupra sanatatii organismului uman, datoritd
proprietatilor pe care le posedd, in special a capacititii lor antioxidante care protejeaza
impotriva actiunii speciilor reactive de oxigen.

Stresul oxidativ este unul dintre principalele cauze ale bolilor cronice din zilele noastre.
In conformitate cu statistica publicati in anul 2018 de Organizatia Mondiald a Sanatitii
(OMS), se estimeaza ca 1 din 6 decese la nivel mondial au fost cauzate de cancer, iar numarul
este Intr-o continud crestere (World Health Organization, 2018).

Datorita activitatii antioxidante, carotenoizii au un efect benefic asupra celulelor
sistemului imunitar, pe care le protejeaza impotriva stresului oxidativ. Odata cu inaintarea in
varsta apar unele modificari la nivelul sistemului imunitar care determind slabirea acestuia. S-
a observat ca un aport adecvat de carotenoizi determina cresterea numarului de celule natural-
killer, in special la oamenii cu varsta trecuta de 50 de ani (Farges si al., 2012).

Carotenoizii, In special B-carotenul, sunt cunoscuti pentru functia de precursori ai
vitaminei A. Datoritd eficientei scdzute de conversie a f-carotenului in vitamina A, unele
organisme, printre care si omul, au dezvoltat cdi de absorbtie si transport al acestuia la nivelul

organismului (Chew, 1993). Aceasta descoperire a condus spre cercetdri ulterioare care au
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demonstrat ca la nivelul organismului uman, carotenoizii au numeroase alte functii printre
care se numdra capacitatea de a influenta iIn mod direct sistemul imunitar. Efectele
imunomodulatoare ale carotenoizilor au fost observate in special asupra limfocitelor (Chew,
1993). De asemenea, numeroase studii au demonstrat legatura directd intre alimentatia bogata
in carotenoizi si incidenta scazutd a diverse forme de cancer (Etminan si al., 2004; Nishino si
al, 2002; Tanaka si al., 2012) .

Studiile efectuate pe subiecti tineri au demonstrat ca suplimentarea dietei cu -caroten
are ca efect cresterea rezistentei la infectii si dezvoltarea timusului (Seifter si al., 2012). De
asemenea s-a observat o crestere a numarului de limfocite la nivelul timusului soarecilor a
caror dietd a fost imbogatita cu o cantitate de 4,3 mg B-caroten/ kg hrana. Pe de altd parte,
acidul retinoic, care este un produs metabolic al vitaminei A, a avut ca efect scaderea
populatiei de limfocite de la nivelul timusului (Seifter si al., 2012). Suplimentarea dietei
vacilor Holstein cu o cantitate de 300-600 mg B-caroten/ zi timp de 4 sdptdmani nainte si
dupa nasterea fatului au avut ca efect cresterea populatiei de limfocite prin stimularea
procesului de mitoza (Heirman si al., 1990). Stimularea proliferarii limfocitelor datorata dietei
bogate in PB-caroten a fost observata si la specii de porci (Neacsu si al., 2003) si soareci
(Benedich si Shapiro, 1986).

Datoritd efectului antioxidant, B-carotenul protejeazd ADN-ul celulelor limfocitare
impotriva radiatilor y (Konopacka si Rzeszowska-Wolny, 2001). Studiile in vitro pe culturi de
limfocite supuse stresului oxidativ cu peroxid de hidrogen (H20:) au demonstrat cd o
concentratie de 10000 pg / ml B-caroten este suficientd pentru protectia ADN-ului impotriva
degradarii (Al-Shaban si al., 2016).

La oamenii in varsta, B-carotenul Impreund cu zincul contribuie la cresterea populatiei
de limfocite T cu aproximativ 31% dupa 6 luni de administrare. Dupa 3 luni de suplimentare a
alimentatiei cu zinc si f-caroten, s-a observat o crestere a procentului de celule natural-killer
de pana la 121% (Steven si al., 2000). In urma suplimentirii alimentatiei cu 180 mg B-
caroten / zi timp de 7 zile s-a observat o crestere a numarului de limfocite T la persoane adulte

cu stare bund de sanatate (Alexander si al., 1985).

ANTOCIANII

Antocianii sunt un grup de metaboliti secundari sintetizati de plantele superioare ca si
pigmenti responsabili pentru culorile roz, rosu violet, albastru si unele nuante de portocaliu, in
principal ale fructelor si florilor (Castafieda-Ovando si al., 2009). Termenul antociani provine

din limba greaca, fiind compus din anthos = floare si kyanos = albastru inchis (Delgado-
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Vargas si Paredes-Lopez, 2003). Pana in prezent, au fost identificate peste 635 de tipuri de
antociani. Rolul lor in regnul vegetal este de protectie a plantelor impotriva daunelor produse
de radiatiile UV, dar si de atractie a animalelor care ajutd in procesele de polenizare si
dispersare a semintelor (Mazza si Miniati, 1993).

Antocianii sunt pigmenti vegetali care au demonstrat o puternicad activitate
antioxidanta, deoarece au capacitatea de a dona un electron liber sau atomi de hidrogen
radicalilor liberi reactivi (Castafieda-Ovando si al., 2009; Oancea si al., 2013).

Radicalii liberi, peroxizii sau oxigenul singlet sunt specii reactive de oxigen care sunt
produse in organism in urma reactiilor biologice. Rolul acestora este important Intrucét
influenteaza sistemul imunitar si semnalizarea celulard, dar si alte procese care au loc Tn mod
obignuit in organism. Dacad sunt produse 1n cantitati prea mari, speciile reactive de oxigen
devin daundtoare, conducand spre degradare celulara, Imbatranire, inflamatie, cancer si boli
cardiovasculare (Allen si Tresini, 2000). In acest sens, antocianii au un potential efect benefic
intrucat au proprietati antioxidante dovedite atat in vitro cat si in vivo. Ei au capacitatea de a
captura radicalii liberi si de a opri reactia in lant care conduce spre degradarea oxidativa.

Capacitatea antioxidantd a catorva tipuri de antociani a fost masuratd in vitro prin
metoda larg acceptatd ORAC "oxygen radical absorbance capacity", in conditii similare de pH
ca cele din organismul uman. Rezultatele au dus la concluzia ca au o capacitate antioxidanta
egald sau mai mare decat cea a vitaminei E (Tsuda si al., 1994; Wang si al., 1997). Antocianii
pot prezenta activitate antioxidantd mai mare si fatd de vitamina C si B-carotenii (Kowalczyk
si al, 2003) .

Printr-un studiu in vitro realizat pe eritrocite umane tratate cu peroxid de hidrogen ca
agent oxidant si vin rosu cu un continut ridicat de antociani, s-a demonstrat ca acestia reduc
semnificativ speciile reactive de oxigen din eritrocite (Tedesco si al., 2001).

Conform datelor obtinute pe experimentele in vitro, antocianii au un efect protector
impotriva stresului oxidativ, fapt demonstrat apoi de studiile in vivo realizate pe soareci
(Tsuda si al., 2000). Studiile efectuate pe animale au demonstrat o crestere a nivelului total de
antioxidanti si o descrestere a continutului de substante reactive ale acidului tiobarbituric
(TBARS) indusa de antociani (Kowalczyk si al., 2001).

Consumul de antociani a fost asociat cu prevenirea bolilor cardiovasculare, acestea
fiind cauzate in general de acumularea 1n cantitati mari a lipoproteinelor oxidate, cu densitate
mica (LDL), care se depun pe peretele arterelor. Antocianii au efectul de crestere a capacitatii
antioxidante a serului, reducand astfel randamentul de oxidare al colesterolului (Aviram si al.,

2005).
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Avand capacitatea de a capta radicalii liberi prin intermediul hidrogenului pe care il
doneaza, puterea lor antioxidanta este mai mare decat cea a vitaminelor C si E (Rice-Evans si
al., 1996), fiind cunoscuti pentru efectele anticancerigene. Aceste efecte se bazeazd in mare
misura pe studiile realizate in vitro. In acest sens, antocianii extrasi din petalele unor flori au
dovedit un efect mult mai puternic asupra carcinomului intestinal malign, spre deosebire de
alte tipuri de flavonoide (Kamei si al., 1995). Concluzii similare s-au desprins si in urma
studiului efectelor antocianilor din vinul rosu asupra liniilor celulare ale cancerului gastric
(Kamei si al., 1998). Studiile pe celule canceroase derivate din cancerul de colon, asupra
carora s-a aplicat un tratament cu antociani extrasi din diferite tipuri de struguri, au
demonstrat efectul antiproliferativ pe care il posedd (Yi si al., 2005). Antocianii puri izolati
din cdpsuni au un efect inhibitor asupra celulelor canceroase derivate din cancerul de colon,
de prostata si cancer osos (Zhang si al., 2008).

Efectul antiproliferativ al antocianilor depinde in mare masura de structura lor chimica,
care se referd la tipul de aglicon si la modelul de acilare si glicozilare (Jing si al., 2008).

Un studiu efectuat pe soareci a demonstrat efectul antocianilor de protectie Tmpotriva
radiatilor y dar si potentialul imunostimulator al acestora impotriva imunosupresiei induse de
radiatii. Suplimentarea nutritiei cu antociani, timp de 14 zile nainte de iradiere a redus
semnificativ daunele la nivelul timusului si splinei comparativ cu grupul de control. In acelasi
timp a fost observata o reducere a numarului de micronuclei din eritrocitele maduvei osoase,
care a indicat efectul protector al antocianilor impotriva degradarii materialului genetic (Fan
sial., 2012)

Inflamatia reprezintd raspunsul dat de organism la leziunile tisulare, fiind un proces
care favorizeaza aparitia cancerului, datoritd conditiilor de mediu favorabile dezvoltarii
tumorilor. Din acest motiv, moleculele biologice cu efect anti-inflamator au potentialul de a
preveni progresia cancerului si conversia maligna (Coussens si Werb, 2002).

Conversia acidului arahidonic in prostaglandine, care au efect de stimulare a
procesului inflamator, are loc sub actiunea ciclooxigenazei (Seeram si al., 2001). Studiile au
aratat ca cianidina are efecte inhibitorii asupra ciclooxigenazei, fiind mai puternice decat cele
ale unor medicamente antiinflamatoare, precum aspirina (Wang si al., 1999), ibuprofenul si
naproxenul, Tn concentratie de 10 uM (Seeram si al., 2001).

Studiul in vitro realizat pe culturi de celule epiteliale canceroase din colonul uman
(Caco-2) a demonstrat ca extractele de antociani din coacdze, cu o concentratie cuprinsa intre
50 si 100 pg/ ml reduc procesul de activare al complexului proteic NF-kB (nuclear factor

kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) cu pana la 85,2%, avand efect anti-inflamator,
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reducand astfel procesul de diviziune necontrolata a celulelor canceroase (Taverniti si al.,
2014).

Pe langa activitatea antioxidantd, antocianii inhiba expresia proteinei de adeziune a
celulelor vasculare (VCAM), reducand astfel procesul de reactie a leucocitelor cu celulele
endoteliale. Pe de altd parte, scad nivelul de interleukina-2 (IL-2) si interferon y (INF-y) (Lin
st al, 2002), inhiba degranularea mastocitelor (Middelton si al., 2000) si productia factorului

de necroza tumorald (TNF-a) (Lin si al, 2002).

FRUCTANII DE TIP INULINA

Fructanii fac parte din categoria carbohidratilor, fiind formati din 1 pana la 60 de unitati
de fructoza, legate sau nu de o moleculd terminald de zaharoza. Structura liniara caracterizata
prin legéturi de tip B (2—6) fructozil-fructoza este intalnitd la fructanii de tip levan, in timp ce
legatura de tip B (2—1) este caracteristica fructanilor de tip inulind (Carabin si al., 1999).
Diferenta constd in gradul de polimerizare, inulina caracterizandu-se printr-o mare variatie a
numarului de unitdti monozaharidice (Carabin si al., 1999).

Inulina nu este metabolizatd In organismul uman, dar poate fi hidrolizatd de
microbiota din colon. Consumul zilnic de inulind 1n Europa este estimat la 3-11 g/zi
(Bonnema si al., 2010), in timp ce 1n dieta americana valorile sunt cuprinse intre 1,3-3,5 g/zi
(Coussement, 1999).

Pe langa functia de prebiotic, fructanii de tip inulind au si alte functii in organism,
actionand atadt pe cale indirecta cat si directd. Efectele benefice ale acestora sunt asociate
deseori cu mecanismul indirect de actiune care se referd la influenta pozitivd pe care o au
asupra microflorei intestinale (Gibson si al., 2004; Louis si al., 2016; Wopereis si al., 2018).
S-a demonstrat ca un aport regulat de fructani are efect pozitiv asupra bunastarii generale a
organismului, scazand incidenta alergiilor si contribuind la cresterea rezistentei fata de factorii
patogeni din intestin si din afara lui, la scaderea nivelului de colesterol din sange, facilitand
totodatd absorbtia minerala la nivelul intestinului (Delgrado si al., 2010; Scholoz-Ahrens si al.,
2007).

Unele cercetari au sugerat potentialul efect benefic al consumului de fructani asociat
cu reducerea riscului aparitiei cancerului de colon (Allsopp si al, 2013; Verma si Shukla,
2013).

Capacitatea antioxidantd sugereaza un beneficiu in prevenirea bolilor cauzate de

speciile reactive de oxigen si efectele pozitive 1n tratarea acestora. In acest sens a fost stabilita
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o legatura intre stresul oxidativ si dezvoltarea unor afectiuni intestinale (Bhattacharyya si al.,
2014; Van den Ende si al., 2011).

La nivelul intestinului, fructanii sunt supusi procesului de fermentare sub actiunea
microbiotei, in urma caruia rezultd acizi grasi cu catend scurtd. Fructanii, ca si alti
carbohidrati, se pot lega de receptorii TLR2 (toll like receptor 2) si TLR4 (toll like receptor 4).
Aceasta legdtura are ca efect stimularea unor factori de transcriptie, printre care se numara si
NF-«B, fapt care conduce la activarea unor cai imunologice diferite in functie de tipul de
celula (Peshev si Van den Ende, 2014).

Pe de alta parte, fructanii imbunatitesc viteza de absorbtie a glucozei si stimuleaza
activitatea protein-kinazei, care opreste procesul inflamator fie direct, fie prin intermediul

inhibarii semnalului transmis de NF-kB (Peshev si Van den Ende, 2014).

ALTE BIOMOLECULE CU EFECTE IMUNOMODULATOARE

Compusii fenolici fac parte din categoria compusilor fitochimici cu proprietéti
antioxidante, sintetizati In toate plantele ca rezultat al metabolismului secundar. Acestia
reactioneaza cu radicalii lipidici, transformandu-i in compusi stabili din punct de vedere
oxidativ (Hurrel, 2003).

Quercetina, pelargonidina sau kaempferolul sunt flavonoide — sub-clasa a compusilor
polifenolici, cu dovedite proprietdti imunomodulatoare care inhiba activarea factorului
nuclear responsabil pentru transcriptia ADN-ului (NF-«B) prin scdderea productiei factorului
de necroza tumorala (TNF-a) si a interleukinei-f3 (IL-p), responsabila in procesul de activare a
limfocitelor (Cherng si al., 2008; Valles si al., 2010). Studiile in vitro realizate pe celulele
mononucleare din singele periferic uman au demonstrat cd flavonoidele si cumarina din
compozitia unor plante precum patrunjelul sau telina au ca efect activarea limfocitelor si

cresterea randamentului de sintezd a IFN-y (Cherng si al., 2008).
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2. CONTRIBUTII PRIVIND VALORIFICAREA UNOR RESURSE
VEGETALE AUTOHTONE CU CONTINUT RIDICAT DE COMPUSI
BIOACTIVI DE INTERES PENTRU DEZVOLTAREA DE NOI
PRODUSE - REZUMAT

OBIECTIVEIE CERCETARII

Obiectivele acestei parti specifice a tezei de doctorat sunt:

— identificarea si selectarea unor resurse vegetale autohtone sustenabile, altele decat
plantele medicinale care sunt des utilizate in scopul dezvoltarii de suplimente
alimentare, cu un continut ridicat de biomolecule din categoria carotenilor,
antocianilor si fructanilor

— elaborarea unor metode adecvate de extractie eficientd a biomoleculelor vizate, pentru

obtinerea cu randament ridicat a extractelor bioactive.

Elaborarea de metode de extractie a compusilor bioactivi de interes din pulpa de

dovleac

‘ Pulpa de dovleac maruntita ‘

70°C -60°C; 60 Pa; 24h 60°C; 24h

| congelata in stare poaspita | liofilizata

40/1; 10/1; 5/1
(solvent / material vegetal)

‘ + Extractie prin macerare | | Extractie asistata de US ‘ ‘ Extractie asistata de enzime ‘ =
T N

solvent ; " i solvent
— . acetond/hexan

(solutie enzimatica / material vegetal)

H o A i solvent
i ulei din seminte de dovleac :

solvent B i solvent
it

L etanol

I extract brut de caroteni I

Schema cuprinzind tehnologiile extractive a f-carotenilor aplicate pulpei de dovleac.
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Elaborarea de metode de extractie a compusilor bioactivi de interes din radacina de

pastarnac

Radacina de pastarnac maruntita

-70°C 35°C; 24h

congelat in uscat

stare proaspata

=
=
Q
o3
- g
=
3
E ...........................
Extractie prin macerare | ‘ Extractie asistatd de US | ‘ Extractie asistata de enzime | =~ celulaza
L S Vmmmmmmmmmeemeeeeececeeaasd
T2
10/1 (solvent/material vegetal) E
_ 2
@
o
,,,,,,,,,,,, Sawent 5
T ]
| apa distilata | &

extract brut de inulina

Schema cuprinzind tehnologiile extractive a inulinei aplicate radécinii de pastarnac.

Elaborarea de metode de extractie a compusilor bioactivi de interes din varza rosie

| Frunze de varza rosie maruntite I

-70°C 50°C; 13,3 Pa; 48h 40°C; 12h

liofilizat

congelare in stare proaspata

—
-
~

Extractie prin macerare l ‘ Extractie asistata de US ‘ ‘ Extractie asistatd de enzime

15/1 (solvent/material vegetal)

solvent

(solutie enzimatica / material vegetal)

extract brut de antociani

Schema cuprinzind tehnologiile extractive a antocianilor aplicate frunzelor de varzi rosie.
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Plantele identificate ca materii prime valoroase pentru potentialul lor bioactiv si
studiate in prezenta tezd de doctorat au fost atent selectionate, pe baza unor criterii de
sustenabilitate.

In aceasta parte specifici a tezei de doctorat au fost prezentate criteriile care au stat la
baza selectiondrii materiilor prime si elaborarea metodelor de extractie eficientd a compusilor
bioactivi vizati (B-caroteni, inulind, antociani). Astfel, materiile prime au fost ales pe baza
urmatoarelor aspecte: specii de plante autohtone, neexploatate sau putin exploatate in
scopurile stabilite in prezenta teza, materii prime accesibile economic, care sa aiba un continut
ridicat de compusi bioactivi cu rol benefic in special la nivelul sistemului imunitar.
Antioxidantii naturali de tipul B-carotenilor si compusilor polifenolici (ex. antociani) au un
efect protector asupra celulelor sistemului imunitar, iar prebioticele (inulina) contribuie la
stimularea sistemului imunitar prin cai de actiune directe sau indirecte.

Datoritd continutului mare de compusi carotenoidici, pulpa de dovleac placintar
(Cucurbita maxima populatie locala var. Tudor) constituie o sursa bogatd in antioxidanti
naturali, In special B-caroteni.

Radacina de pastarnac (Pastinaca sativa) este o sursd bogatd 1n fructani de tipul
inulinei, prebiotice cu efecte imunostimulatoare. De asemenea, compusii polifenolici prezenti
in cantitdti mari in extractele apoase indica un efect puternic antioxidant.

Varza rosie (Brassica oleracea var. capitata f. rubra) este bogatd in antociani,
pigmenti care au un efect protector asupra degradarii oxidative si efect imunostimulator. in
plus, datoritd compozitiei chimice, aceastd materie prima contribuie la aportul corespunzator
de vitamine si minerale esentiale, fiind o sursa bogata in vitamina C si alti antioxidanti.

Tehnicile extractive au fost selectate tindnd cont atit de posibilitatea extractiei unei
cantitati cat mai mari de compusi bioactivi, dar si de principiile sustenabilitatii referitoare la
consumul minim de reactivi si de consumul acelor solventi prietenosi cu mediul.

Macerarea a fost testatd ca metoda clasicd de extractie a moleculelor bioactive de
interes din cele trei matrici vegetale, urmarind utilizarea unui raport solvent/solid cat mai mic,
si a unor solventi agreati n industria alimentara (apa, etanol, ulei vegetal).

De asemenea, s-a testat extractia asistatd de ultrasunete ca tehnicd neconventionala,
utilizata cu scopul reducerii timpului si a cantitatii de solvent folositd pentru cele trei resurse
vegetale, metoda aplicatd fiind controlatd din punct de vedere al temperaturii procesului, o

valoare ridicata putand influenta negativ compusii termolabili (B-caroteni, antociani).
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Pentru optimizarea extractiei compusilor bioactivi de interes, s-a testat si o a treia
variantd extractivd combinata (biotehnologicd) prin care cele trei materii prime vegetale au
fost supuse unui tratament enzimatic utilizind enzimele celulaza si/sau pectinaza, urmat de
extractia compusilor bioactivi vizati prin metoda clasicd a macerarii si respectiv prin tehnica

modernd de extractie asistata de ultrasunete.
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3. CERCETARI EXPERIMENTALE PRIVIND OBTINEREA SI
CARACTERIZAREA BIOEXTRACTELOR BOGATE iN PRINCIPII
BIOLOGIC ACTIVE DIN MATERIILE PRIME SELECTATE -
REZUMAT

Acest capitol cuprinde rezultatele experimentale obtinute In urma analizelor efectuate
cu scopul obtinerii unor extracte bogate In compusi bioactivi de interes, din resursele vegetale
selectate (caroteni - din pulpa de Cucurbita maxima, fructani de tipul inulinei - din radacina
de Pastinaca sativa, populatie autohtona Bielas, antociani - din frunzele de Brassica oleracea
var. capitata f. rubra). In acest sens au fost testati diferiti parametrii de proces, precum timpul,
temperatura de extractie, raportul solvent/solid si diversi solventi inclusiv cei prietenosi cu
mediul (apa, etanol de diferite concentratii, ulei vegetal). De asemenea, au fost testate metode
de extractie clasice (macerarea) si moderne (extractia asistatd de ultrasunete si extractia
asistata de enzime) si combinatii a celor doua categorii de metode.

Dintre metodele neconventionale, in prezentul studiu s-a aplicat pentru prima data
tehnica de extractie utilizdnd o combinatie enzimaticd de pectinaza si celulazd, 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 si extractie cu
ultrasunete, cu scopul utilizarii unei cantititi minime de solvent.

Rezultatele experimentale obtinute in urma analizei continutului de molecule bioactive
de interes din extractele realizate prin cele 3 tehnici extractive, au fost analizate comparativ,
cu scopul identificarii acelora care sunt cele mai eficiente, respectand in acelasi timp
principiile sustenabilitatii referitoare la consumul minim de energie si reactivi.

Comparand valorile obtinute, s-a demonstrat faptul cd fiecare din cele 3 resurse
vegetale autohtone selectate prezintd particularitdtile sale cu privire la eficienta tehnicii de
extractie aplicate si a parametrilor de proces utilizati pentru obtinerea probelor bogate in
principii active. Astfel, extractia carotenilor din pulpa de dovleac s-a realizat cel mai eficient
prin metoda clasica a macerarii, inulina din radacina de pastarnac s-a extras eficient prin
tehnica de extractie asistatd de enzime combinata cu tehnica extractiei asistatd de ultrasunete,
iar antocianii din frunzele de varza rosie s-au extras eficient prin tehnica asistatd de enzime

combinata cu metoda clasicd a macerarii.
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In urma analizei comparative rezultatelor experimentale obtinute, s-au determinat
conditiile optime de extractie, utilizate 1n continuare pentru formularea optimd a
suplimentului alimentar nou dezvoltat, alcatuit din doud extracte apoase - extractul de
antociani si extractul de fructani de tipul inulinei si un extract uleios, realizat in ulei obtinut
din seminte de floarea soarelui, imbogatit cu -caroten extras din pulpa de dovleac.

Studiile au urmarit determinarea conditiilor optime de extractie a compusilor bioactivi
din legume de origine autohtond, in principal B-carotenul din pulpa de dovleac placintar,
inulina din radacina de pastarnac si antocianii din frunzele de varza rosie. Acesti compusi
bioactivi, aldturi de alti compusi cum ar fi polifenolii prezintd proprietati de stimulare a
sistemului imunitar, fiind utilizati in capitolele urmatoare pentru dezvoltarea unui produs
inovativ, de uz alimentar.

Continutul total de compusi bioactivi a fost determinat sub influenta diferitilor
parametrii de extractie, precum solventul, temperatura de extractie, raportul solvent/solid,
timpul si amplitudinea undelor acustice, utilizdnd 3 tehnici extractive, macerarea, extractia
asistatd de ultrasunete si extractia asistatd de enzime, precum si a pre-tratamentelor aplicate
materiei prime (congelare, uscare, liofilizare).

In ceea ce priveste extractia p-carotenului din pulpa de dovleac, in urma aplicrii celor
3 tehnici de extractie, utilizdnd diferite combinatii de parametrii care ar putea influenta
cantitatea lor extractul final, cel mai mare continut (62,6 +1,1 mg B-caroten/100 g s.u.) s-a
obtinut in materialul vegetal vegetal liofilizat, prin aplicarea metodei clasice a macerarii, timp
de 2 ore in solventul de referintd, acetond/hexan (1/1), la temperatura camerei, in raport
solvent/solid de 40/1. Un continut apreciabil de caroteni de 61,13 mg -caroten/100 g s.u., s-a
obtinut in extractul realizat din acelasi tip de material vegetal (liofilizat), folosind uleiul din
seminte de dovleac obtinut prin presare la rece, ca alternativa de solvent organic, prietenos cu
mediul, in raport solvent solid de 10/1. Analizdnd comparativ rezultatele experimentale
obtinute s-a observat ca, indiferent de tehnica de extractie aplicatd si de solventul utilizat, in
extractele din materialul vegetal liofilizat s-au identificat cele mai mari continuturi de
molecule bioactive de interes.

Prin aplicarea extractiei asistate de ultrasunete, utilizdnd raportul solvent/solid de 10/1,
timpul de extractie de 30 de minute, la amplitudinea undelor acustice de 70%, s-au obtinut
valori ale continutului de B-caroten mai scazute in probele de dovleac liofilizat, comparativ cu
cele obtinute prin metoda clasicd, acestea fiind influentate in principal de temperatura de
extractie.

Prin tehnica de extractie asistatd de enzime, combinatd cu macerarea, in urma incubarii

materialului vegetal liofilizat cu celulaza (122,5 U/g) si pectinaza (100 U/g), timp de 120 de
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minute la temperatura de 40°C, urmat de extractia clasicd prin macerare in etanol 70%, s-a
obtinut un continut de PB-caroten redus la jumatate fatd de valorile obtinute prin utilizarea
tehnicilor de macerare respectiv de extractie cu US, 1n acelasi solvent, rezultatele fiind
probabil influentate de expunerea indelungata a moleculelor termolabile de caroten la actiunea
temperaturilor mai crescute din timpul incubdrii cu solutia enzimatica.

Pentru realizarea extractului utilizat la dezvoltarea noului suplimentului alimentar s-a
aplicat extractia prin metoda clasicd a macerarii, in ulei din seminte de dovleac, utilizand
materialul vegetal liofilizat in raport solvent/solid de 10/1, timp de 30 de minute in acest
extract determinandu-se un continut de polifenoli de 110.7 +£3,5 mg GAE /100g.

In urma analizei activitatii antioxidante, determinata prin metoda FRAP, 1n extractele
realizate in etanol 70%, din pulpa liofilizata de dovleac, prin aplicarea parametrilor optimi ai
celor 3 tehnici extractive, cel mai mare continut, de 55,25 £1,5 mg acid ascorbic/ 100 g s.u., s-
a identificat in proba macerata timp 30 de minute in raport solvent/solid de 10/1, aceasta fiind
cu 9% mai mare fatd de activitatea antioxidantd a extractului obtinut prin extractia asistatd de
enzime combinatd cu macerarea, respectiv cu 12% mai mare fatd de cea identificatd in

extractul obtinut prin tehnica moderna de extractie asistata de US.
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[f-caroten (mg /100 g s.u.)

macerare extracfie asisati de US  extractie asistatd de enzime

<

Metoda de extractie

M ctanol M ulei de floarea-soarelui ' ulei din seminte de dovleac

Continutul de B-caroten din proba DL, in functie de tehnica de extractie aplicata si de tipul de solvent
utilizat (raport solvent/solid= 10/1).

In cea ce priveste extractia fructanilor de tipul inulinei din probele de radacina de
pastarnac in apa distilata, in raport solvent/solid de 10/1, utilizdnd metoda clasica de extractie
prin macerare la temperatura de 80°C, timp de 2 ore, in doud etape succesive, in proba
proaspata, s-a obtinut un continut de aproximativ 2 ori mai mare in comparatie cu cel obtinut

in proba uscata.
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In extractele realizate prin tehnica modernd de extractie cu US, timp de 5 minute, la
amplitudinea undelor acustice de 70% s-a obtinut un continut cu aproximativ 9% mai mare
comparativ cu cel obtinut n extractul macerat timp de 2 ore, in doua etape succesive, in proba
de pastarnac proaspat, rezultat ce indica faptul ca utilizarea tehnicii neconventionale de
extractie este o metoda rapida si eficientd de extractie a fructanilor de tipul inulinei din
radacina de pastarnac, teorie sustinutd si de rezultatele obtinute in probele de pastarnac uscat,
in care s-a Inregistrat, de asemenea, o crestere cu aproximativ 20%.

In urma aplicarii celor doua tehnici neconventionale (de extractie asistati de enzime si
extractie asistatd cu ultrasunete) simultan, s-a inregistrat o crestere spectaculoasd a
continutului de fructani de tipul inulinei, In special in proba de pastarnac uscat, in care s-a
obtinut un continut de 156,67 + 3,1 mg inulind/100g s.u., acesta fiind cu aproximativ 60% mai

mare comparativ cu valorile obtinute in celelalte probe.
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Tehnica de extractie

PPEPU

Continutul de fructani de tipul inulinei obtinut in urma extractiei din radacina de pastirnac prin diferite

tehnici de extractie, la parametrii optimi identificati.

Analizand rezultatele experimentale obtinute, pentru realizarea extractului final, bogat
in fructani de tipul inulinei, din compozitia suplimentului alimentar nou dezvoltat, s-a utilizat
tehnica de extractie combinata (extractie asistatd de enzime + extractie asistatd de US),
utilizdnd radacind de pastarnac uscatd, incubatd cu celulaza (122,5 U/g), in raport solutie
enzimaticd/proba de 7/1, timp de 180 de minute, la temperatura de 40°C, urmat de extractia in
apa distilata prin tehnica asistatd de US, timp de 5 minute, la un raport solvent/solid de 10/1.

Cel mai mare continut de compusi polifenolici din rddacina de pastarnac (432,60 mg
GAE/100 g s.u.), s-a obtinut in materialul vegetal uscat, incubat cu celulaza la temperatura de
40°C, timp de 180 de minute, tratament urmat de o extractie asistatd de US in apa distilata, in

raport solvent solid de 10/1, timp de 5 minute, la amplitudinea de 70%, aceasta valoare fiind
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cu aproximativ 20% mai mare fata de cea obtinutd in acelasi tip de material vegetal, in urma
extractiei cu US timp de 5 minute, fara aplicarea in prealabil a tratamentului enzimatic.

Privitor la activitatea antioxidantd a extractelor de pastarnac, cele mai bune rezultate
au fost obtinute in probele realizate prin combinatia celor doud tehnici neconventionale
(extractiei asistatd de enzime si de extractia asistatd de ultrasunete), obtinandu-se astfel un
continut de 25,44 mg acid ascorbic/ 100 g s.u. in proba de pastarnac uscat.

Prin aplicarea metodei clasice de extractie a antocianilor din frunzele de varza rosie,
cel mai mare continut, de 642,655 £8,2 mg/ 100 g s.u., s-a obtinut in materialul vegetal
liofilizat, macerat timp de 20 de minute, la temperatura camerei, in etanol 50%, acidifiat
0,05% cu HCI, in raport solvent/solid de 15/1.

Prin aplicarea tehnicii moderne de extractie asistata de US, cel mai mare continut de
antociani (687,34 + 4,2 mg/ 100g s.u.) s-a obtinut in frunzele de varza rosie liofilizate la
temperatura de -50°C, in urma extractiei timp de 20 de minute, la amplitudinea undelor
acustice de 70%, in etanol 50% acidifiat 0,05% cu HCI, in raport solvent solid de 15/1,
obtinandu-se astfel un continut de antociani cu aproximativ 4,2% mai mare fatd de cel din

proba macerata.
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Continuturile de antociani obtinute in urma extractiei din frunzele de varza rosie liofilizate (VL),

prin diferite tehnici de extractie, utilizind parametrii optimi.

Actiunea simultanad a celulazei si pectinazei determind o crestere a continutului de
antociani in extract, deoarece atdt celulaza cat si pectinaza contribuie la degradarea
componentelor peretelui celular prin hidroliza legaturilor glicozidice ale polizaharidelor
complexe din structura acestuia (celuloza, pectind, hemiceluloza), proces care faciliteaza
eliberarea antocianilor din vacuole, dar si a compusilor fenolici legati de peretele celular.

Astfel, cel mai mare continut, de 1078,834+8,2 mg antociani/100g s.u., s-a obtinut in
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materialul vegetal liofilizat, in urma aplicarii tratamentului enzimatic la temperatura de
incubare de 47°C, utilizand o solutie formata din celulaza si pectinaza, metoda combinata cu
extractia clasica a macerdrii, in etanol 50% acidifiat 0,05% cu HCI, timp de 20 de minute, in 3
etape succesive, la un raport solvent/solid de 15/1, obtindndu-se astfel un continut cu
aproximativ 40% mai mare fata de celelalte probe.

Pentru obtinerea extractului din compozitia suplimentului alimentar nou dezvoltat, s-
au aplicat cele doud metode combinate de extractie (extractia asistatd de enzime + 3 x
extractia prin macerare), utilizind parametrii descrisi anterior. In proba astfel obtinuti s-a
identificat cel mai mare continut de compusi fenolici, de 1637,2+8,3 mg GAE/100g s.u.
respectiv cea mai puternicd activitate antioxidanta, de 135,91+3,3 mg AAE/100g s.u.)

Stabilitatea termicd a antocianilor din extractul antocianic de varza rosie a fost studiata
in conditiile de pH 3,5, la temperaturi de 50°C si respectiv 80°C. Degradarea termica a
antocianilor a urmat un model cinetic de ordinul I, parametrii cinetici determinati fiind
constanta de viteza, k, de 1,7 10~ min™' si timpul de injumatatire, 12, de 405 minute (6,7 ore).

Degradarea termo-oxidativa a antocianilor, determinata prin analiza termicd DSC si
TGA evidentiazd mai multe etape de degradare a antocianilor din frunzele de varza rosie,

majoritatea evenimentelor surprinse in analiza DSC fiind corelate cu cele din analiza TG.
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Curbele DSC (A, B) si TG (C, D) a probelor control si pre-tratate termic, analizate sub flux de
azot si respectiv de oxigen.
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4. CERCETARI EXPERIMENTALE DE VALIDARE A
PROPRIETATILOR IMUNOSTIMULATOARE ALE UNOR
FORMULARI 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 in 2 variante experimentale obtinute prin
combinarea celor trei categorii de extracte bogate in compusi biologic activi - caroteni,
fructani de tipul inulinei si antociani - extrasi prin tehnici eficiente din resursele vegetale
autohtone selectate pentru aceasta teza de doctorat, si anume dovleac placintar (Cucurbita
maxima var. Tudor), radacina de pastarnac (Pastinaca sativa, soi Bielas) si frunze de varza
rosie (Brassica oleracea var. capitata . rubra).

Pentru realizarea extractelor s-au utilizat tehnicile de extractie care s-au dovedit a fi
cele mai eficiente, determinate pe baza studiilor preliminare efectuate pentru fiecare material
vegetal in parte, prezentate in capitolul anterior. In acest sens, s-au testat tehnici clasice de
extractie (macerare) precum si tehnici moderne (extractia asistatd de ultrasunete US si
extractia asistatd de enzime combinatd cu macerarea sau US), prin combinarea unor
parametrii experimentali diferiti din punct de vedere al timpului si temperaturii de extractie, al
solventului si al raportului solvent/solid.

Intrucat compusii bioactivi vizati apartin a doud categorii diferite din punct de vedere
al solubilitatii, carotenii fiind compusi lipofilici, antocianii si fructanii de tipul inulinei fiind
compusi hidrofilici, in scopul obtineri unui amestec omogen, s-a decis ca produsul nou
dezvoltat sa fie prezentat sub forma unei emulsii.

In prezentul capitol au fost dezvoltate doud noi produse de tip emulsie, cu aplicatie
practicd ca suplimente alimentare antioxidante si anti-inflamatoare. Pentru stabilizarea
emusliilor dezvoltate, s-au utilizat aditivi sau stabilizatori naturali (guma de guar selectatd in
urma unor teste preliminare complexe), cu scopul principal de a incetini destabilizarea
cinetica. Astfel, pentru a obtine un amestec omogen din extractul uleios de B-caroteni,
extractul hidroalcoolic de antociani si extractul apos de fructooligozaharide (inulina), au fost
testate mai multe variante de concentratii si combinatii intre aditivi alimentari naturali cu rol

de emulgatori (lecitina din soia, guma arabica si guma guar). Acesti aditivi sunt agreati de
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Uniunea Europeana spre a fi utilizati in alimentatie, iar dintre ei, doar lecitina prezinta o doza
maxima admisa, de pana la 5000 mg/1.

In urma testelor preliminare, in care s-a urmarit stabilitatea in timp a emulsiilor in care
au fost adaugate diferite procente de aditivi naturali, s-a stabilit ca variantd optima emulsia cu
adaos de 0,5% guma guar, procent raportat la masa totald a solutiei, care este stabila timp de
7-8 zile.

Pentru dezvoltarea unui produs nou, inovativ de tip emulsie bioactiva pe baza celor 3
ingrediente vegetale investigate, au fost stabilite doua retete, diferite din punct de vedere al
continutului de molecule bioactive, pe baza studiilor cu privire la efectele interactiunii intre
aceste biomolecule.
punct de vedere al continutului si al activitatii biologice manifestate. Stabilitatea in timp
determinata prin analiza la microscopul optic a emulsiilor nou dezvoltate a fost de 7-8 zile in
cazul ambelor variante propuse. Analizand vascozitatea emulsiei la temperaturi cuprinse intre
4° si 40°C s-a observat o scadere a acesteia odatd cu cresterea temperaturii, fapt ce indica o
vascozitate micd este predispusa aparitiei fenomenelor de destabilizare. Pe baza acestei
analize, se recomanda depozitarea la temperatura de 4°C (temperatura de refrigerare),
temperatura la care tensiunea superficiala a celor doua lichide componente este mare, fapt ce
contribuie la cresterea stabilitatii in timp.

In urma analizei continutului de compusi bioactivi din compozitia celor doud emulsii
nou dezvoltate, s-au observat diferente, acestea fiind datorate raportului diferit dintre cele 3
tipuri de extracte din formulele analizate. Astfel, cele mai mari continuturi de antociani
(523,3+4,3 mg/100 g) si P-caroteni (2933+6,2 mg/100 ml) au fost determinate in emulsia E1,
in timp ce In emulsia E2 s-a determinat cel mai mare continut de fructani de tipul inulinei
(1589+6,6 mg/100 ml).

In scopul validarii proprietitilor bioactive ale noilor produse dezvoltate, s-a analizat
activitatea antioxidanta, antiinflamatoare i antibacteriana. Astfel, rezultatele privind
activitatea antioxidanta a extractelor si a emulsiilor nou dezvoltate, determinata prin metodele
FRAP si DPPH, au aratat cd extractul de antociani prezintd cea mai intensd actiune
antioxidantd (41,67+0,6 mg AAE/100 ml extract, 18,91+£0,2% DPPH), fiind urmat de
extractul de B-caroteni (40,41+0,1 mg AAE/100 ml extract,16,83+0,1% DPPH). Acest lucru
s-a reflectat si in activitatea antioxidantd mai intensd a primei variante de emulsii, E1, care

contine 50% extract de B-caroteni si 25% extract de antociani.
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Rezultatele obtinute Tn urma testarii proprietatilor antiinflamatoare ale extractelor si a
celor doua emulsii nou dezvoltate au dus la concluzia ca extractul de antociani are o puternica
activitate antiinflamatoare (30,09%), apropiatd de cea a acidului acetilsalicilic utilizat ca
martor (30,67%), fiind urmat de extractul de P-caroteni (26,05). Dintre emulsii, prima
varianta formulatd, E1, avand o compozitie de 25% antociani si 50% B-caroteni, prezinta o
activitate antiinflamatoare mai accentuatd cu 4,21% comparativ cu emulsia care are un
continut de 15% antociani si 25% caroteni. Cu toate acestea, ambele formulari de emulsii au
demonstrat un efect antiinflamator mai puternic decat cel al acidului acetilsalicilic.

In cea ce priveste activitatea antibacteriana testata pe tulpinile Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Enterobacter sp. ATCC 23355 si Streptococcus
haemolyticus, rezultatele obtinute au ardtat o usoard inhibitie doveditd de extractul de
antociani, de inulind si respectiv de emulsia E1 asupra dezvoltarii tulpinii de Streptococcus
haemolyticus, indicand faptul ca aceste extracte/ emulsii pot avea un potential efect
antibacterian, dar Tn concentratii mai mari.

Obtinerea unui produs de tip emulsie, cu o stabilitate de pana la 8 zile, prin utilizarea
exclusivd a ingredientelor naturale vegetale, agreate si de vegetarieni, a cdrei actiune
antiinflamatoare este comparabild cu cea a acidului acetilsalicilic (aspirina), reprezintd un
rezultat notabil, drept pentru care a fost depusa si Inregistrata la OSIM o Cerere de Brevet de

Inventie (Oancea S., Tecucianu A.C., Dulf FV., 2020).
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5. CONCLUZII FINALE, CONTRIBUTII PROPRII SI DIRECTII
VIITOARE DE CERCETARE

1. Pentru indeplinirea scopului propus, de dezvoltare a unui produs de tip supliment
alimentar inovativ, cu o compozitie unica, au fost selectate urmatoarele tipuri de compusi
biologici: antioxidantii naturali de tipul B-carotenilor si compusilor polifenolici (antociani)
care au un efect protector asupra celulelor sistemului imunitar, si prebioticele (inulina), care
contribuie la stimularea sistemului imunitar prin cai de actiune directe sau indirecte.

2. Materiile prime, valoroase pentru potentialul lor bioactiv si studiate in prezenta teza de
doctorat au fost atent selectionate, pe baza unor criterii de sustenabilitate, bazate pe
urmatoarele aspecte: specii de plante autohtone, neexploatate sau putin exploatate in scopurile
stabilite Tn prezenta teza, materii prime accesibile economic, care sd aiba un continut ridicat
de compusi bioactivi cu rol benefic in special la nivelul sistemului imunitar.

3. Pentru indeplinirea scopului propus, au fost selectate urmatoarele resurse vegetale:
dovleacul placintar (Cucurbita maxima populatie locald var. Tudor), care constituie o sursa
bogata In antioxidanti naturali, In special B-caroteni, rddacina de pastarnac (Pastinaca sativa),
care este o sursa bogata 1n fructani de tipul inulinei, prebiotice cu efecte imunostimulatoare, si
varza rosie (Brassica oleracea var. capitata f. rubra) care este bogata in antociani, pigmenti
care manifestd un efect protector asupra degradarii oxidative si efect imunostimulator.

4. Tehnicile extractive au fost selectate tindnd cont atdt de necesitatea extractiei unei
cantitati cat mai mari de compusi bioactivi, dar si de principiile sustenabilitatii referitoare la
consumul minim de reactivi si de utilizare a acelor solventi prietenosi cu mediul.

5. Macerarea a fost testatd ca metoda clasicd de extractie a moleculelor bioactive de
interes din cele trei matrici vegetale, urmarind utilizarea unui raport solvent/solid cat mai mic,
si a unor solventi agreati in industria alimentara (apd, etanol, ulei vegetal). De asemenea, s-a
testat extractia asistatd de ultrasunete ca tehnicd neconventionald, utilizata cu scopul reducerii
timpului si a cantitatii de solvent folosita pentru cele trei resurse vegetale, metoda aplicata
fiind controlatd din punct de vedere al temperaturii procesului, o valoare ridicata putand
influenta negativ compusii termolabili (B-caroteni, antociani). Pentru optimizarea extractiei
compusilor bioactivi de interes, s-a testat si o a treia variantd extractivdi combinatd

(biotehnologica) prin care cele trei materii prime vegetale au fost supuse unui tratament
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enzimatic utilizind enzimele celulazd si/sau pectinaza, urmat de extractia compusilor
bioactivi vizati prin metoda clasicd a macerarii si respectiv prin tehnica modernd de extractie
asistatd de ultrasunete.

6. Continutul total de compusi bioactivi a fost determinat sub influenta diferitilor
parametrii de extractie, precum solventul, temperatura de extractie, raportul solvent/solid,
timpul si amplitudinea undelor acustice, utilizdnd 3 tehnici extractive, macerarea, extractia
asistatd de ultrasunete si extractia asistatd de enzime, precum si a pre-tratamentelor aplicate
materiei prime (congelare, uscare, liofilizare).

7. In ceea ce priveste extractia p-carotenului din pulpa de dovleac, in urma aplicrii celor
3 tehnici de extractie, utilizdnd diferite combinatii de parametrii care ar putea influenta
cantitatea lor 1n extractul final, cel mai mare continut (62,6 £1,1 mg B-caroten/100 g s.u.) s-a
obtinut In materialul vegetal vegetal liofilizat, prin aplicarea metodei clasice a macerarii,
timp de 2 ore in acetond/hexan (1/1), la temperatura camerei, in raport solvent/solid de 40/1.
Un continut apreciabil de B-caroteni de 61,13 mg B-caroten/100 g s.u., s-a obtinut in extractul
realizat din acelasi tip de material vegetal (liofilizat), folosind uleiul din seminte de dovleac
obtinut prin presare la rece, ca alternativa la solventii organici, fiind prietenos cu mediul, n
raport solvent solid de 10/1. Analizdnd comparativ rezultatele experimentale obtinute s-a
observat ca, indiferent de tehnica de extractie aplicata si de solventul utilizat, in extractele din
materialul vegetal liofilizat s-au identificat cele mai mari continuturi de molecule bioactive de
interes.

8. Prin aplicarea extractiei asistate de ultrasunete, utilizdnd raportul solvent/solid de 10/1,
timp de 30 de minute, la amplitudinea undelor acustice de 70%, s-au obtinut valori ale
continutului de B-caroten mai scazute in probele de dovleac liofilizat, comparativ cu cele
obtinute prin metoda clasica, acestea fiind influentate in principal de temperatura de extractie.
9. Prin tehnica de extractie asistata de enzime, combinatd cu macerarea, in urma incubarii
materialului vegetal liofilizat cu celulaza (122,5 U/g) si pectinaza (100 U/g), timp de 120 de
minute la temperatura de 40°C, urmat de extractia clasica prin macerare in etanol 70%, s-a
obtinut un continut de B-caroten redus la jumatate fatd de valorile obtinute prin utilizarea
tehnicilor de macerare respectiv de extractie cu US, in acelasi solvent, rezultatele fiind
probabil influentate de expunerea Indelungatd a moleculelor termolabile de B-caroten la
actiunea temperaturilor crescute din timpul incubarii cu solutia enzimatica.

10.  Pentru realizarea extractului utilizat la dezvoltarea noului suplimentului alimentar s-a
aplicat extractia prin metoda clasicad a macerdarii, in ulei din seminte de dovleac, utilizdnd
materialul vegetal liofilizat in raport solvent/solid de 10/1, timp de 30 de minute in acest

extract determinandu-se un continut de polifenoli de 110,7 £3,5 mg GAE /100g.
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11. In urma analizei activitatii antioxidante, determinata prin metoda FRAP, 1n extractele
realizate in etanol 70%, din pulpa liofilizatd de dovleac, prin aplicarea parametrilor optimi ai
celor 3 tehnici extractive, cel mai mare continut, de 55,25 £1,5 mg acid ascorbic/ 100 g s.u., s-
a identificat in proba maceratd timp 30 de minute 1n raport solvent/solid de 10/1, aceasta fiind
cu 9% mai mare fatd de activitatea antioxidantd a extractului obtinut prin extractia asistatd de
enzime combinatd cu macerarea, respectiv cu 12% mai mare fatd de cea identificatd in
extractul obtinut prin tehnica moderna de extractie asistata de US.

12.  In ceea ce priveste extractia fructanilor de tipul inulinei din probele de ridicina de
pastarnac prin metoda macerarii, timp de 2 ore, in doua etape succesive, in proba proaspata s-
a obtinut un continut de aproximativ 2 ori mai mare in comparatie cu cel obtinut in proba
uscata.

13.  In extractele realizate prin tehnica moderna de extractie cu US, timp de 5 minute, la
amplitudinea undelor acustice de 70% s-a obtinut un continut cu aproximativ 9% mai mare
comparativ cu cel obtinut in extractul macerat timp de 2 ore in doua etape succesive, in proba
de pastarnac proaspat, rezultat ce indicd faptul ca utilizarea tehnicii neconventionale de
extractie este o metoda rapida si eficientd de extractie a fructanilor de tipul inulinei din
radacina de pastarnac, teorie sustinuta si de rezultatele obtinute in probele de pastirnac uscat,
in care s-a Inregistrat, de asemenea, o crestere cu aproximativ 20%.

14.  In urma aplicarii celor doui tehnici neconventionale (de extractie asistatd de enzime si
extractie asistatd cu ultrasunete) simultan, s-a inregistrat o crestere spectaculoasd a
continutului de fructani de tipul inulinei, in special in proba de pastarnac uscat, in care s-a
obtinut un continut de 156,67 + 3,1 mg inulind/100g s.u., acesta fiind cu aproximativ 60% mai
mare comparativ cu valorile obtinute in celelalte probe.

15.  Analizand rezultatele experimentale obtinute, pentru realizarea extractului final, bogat
in fructani de tipul inulinei, din compozitia suplimentului alimentar nou dezvoltat, s-a utilizat
tehnica de extractie combinata (extractie asistatd de enzime + extractie asistatd de US),
utilizdnd radacind de pastarnac uscatd, incubatd cu celulaza (122,5 U/g), in raport solutie
enzimaticd/proba de 7/1, timp de 180 de minute, la temperatura de 40°C, urmat de extractia in
apa distilata prin tehnica asistatd de US, timp de 5 minute, la un raport solvent/solid de 10/1.
16. Cel mai mare continut de compusi polifenolici din rddacina de pastarnac (432,60 mg
GAE/100 g s.u.), s-a obtinut in materialul vegetal uscat, incubat cu celulaza la temperatura de
40°C, timp de 180 de minute, tratament urmat de o extractie asistatd de US in apa distilata, in
raport solvent solid de 10/1, timp de 5 minute, la amplitudinea de 70%, aceasta valoare fiind
cu aproximativ 20% mai mare fata de cea obtinutd in acelasi tip de material vegetal, in urma

extractiei cu US timp de 5 minute, fard aplicarea in prealabil a tratamentului enzimatic.
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17.  Privitor la activitatea antioxidanta a extractelor de pastarnac, determinata prin metoda
FRAP, cele mai bune rezultate au fost obtinute In probele realizate prin combinatia celor
doua tehnici neconventionale (extractia asistatd de enzime si de extractia asistatd de
ultrasunete), obtindndu-se astfel un continut de 25,44 mg acid ascorbic/ 100 g s.u. in proba de
pastarnac uscat.

18.  Prin aplicarea metodei clasice de extractie a antocianilor din frunzele de varza rosie,
cel mai mare continut, de 642,655+8,2 mg/ 100 g s.u.,s-a obtinut in materialul vegetal
liofilizat, macerat timp de 20 de minute, la temperatura camerei, in etanol 50%, acidifiat
0,05% cu HCI, in raport solvent/solid de 15/1.

19.  Prin aplicarea tehnicii moderne de extractie asistatd de US, cel mai mare continut de
antociani (687,34+4,2 mg/ 100g s.u.) s-a obtinut in frunzele de varzad rosie liofilizate la
temperatura de -50°C, in urma extractiei timp de 20 de minute, la amplitudinea undelor
acustice de 70%, in etanol 50% acidifiat 0,05% cu HCI, in raport solvent solid de 15/1,
obtinandu-se astfel un continut de antociani cu aproximativ 4,2% mai mare fata de cel din
proba macerata.

20.  Actiunea simultana a celulazei si pectinazei determind o crestere a continutului de
antociani in extract, deoarece atdt celulaza cdt si pectinaza contribuie la degradarea
componentelor peretelui celular prin hidroliza legaturilor glicozidice ale polizaharidelor
complexe din structura acestuia (celuloza, pectina, hemicelulozd), proces care faciliteaza
eliberarea antocianilor din vacuole, dar si a compusilor fenolici legati de peretele celular.
Astfel, cel mai mare continut, de 1078,8344+8,2 mg antociani/100g s.u., s-a obtinut in
materialul vegetal liofilizat, in urma aplicarii tratamentului enzimatic la temperatura de
incubare de 47°C, utilizand o solutie formata din celulaza si pectinaza, metoda combinata cu
extractia clasicd a macerarii, In etanol 50% acidifiat 0,05% cu HCI, timp de 20 de minute, in 3
etape succesive, la un raport solvent/solid de 15/1, obtinandu-se astfel un continut cu
aproximativ 40% mai mare fata de celelalte probe.

21.  Pentru obtinerea extractului din compozitia suplimentului alimentar nou dezvoltat, s-
au aplicat cele doud metode combinate de extractie (extractia asistatd de enzime + 3 extractii
succesive prin macerare), utilizind parametrii descrisi anterior. In proba astfel obtinuti s-a
identificat cel mai mare continut de compusi fenolici, de 1637,2+8,3 mg GAE/100g s.u.
respectiv cea mai puternica activitate antioxidanta, de 135,91+£3,3 mg AAE/100g s.u.

22.  Stabilitatea termica a antocianilor din extractul antocianic de varza rosie a fost studiata
in conditiile de pH 3,5, la temperaturi de 50°C si respectiv 80°C. Degradarea termica a
antocianilor a urmat un model cinetic de ordinul I, parametrii cinetici determinati fiind

constanta de viteza, k, de 1,7 102 min™' si timpul de injumatatire, 712, de 405 minute (6,7 ore).
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23.  Degradarea termo-oxidativa a antocianilor, determinatd prin analiza termicd DSC si
TGA a evidentiat mai multe etape de degradare a antocianilor din frunzele de varza rosie,
majoritatea evenimentelor surprinse 1n analiza DSC fiind corelate cu cele din analiza TG.
24.  Pentru valorificarea extractelor obtinute au fost dezvoltate doud noi produse de tip
emulsie, cu aplicatie practicd ca suplimente alimentare antioxidante si anti-inflamatoare,
emulsia E1 fiind compusd din 50% extract de B-caroten, 25% extract bogat in antociani si
25% extract bogat in fructani de tipul inulinei, iar emulsia E2 fiind alcatuita din 25% extract
de B-caroten, 15% extract de antociani si 60% extract de fructani de tipul inulinei.
25.  Pentru obtinerea unui amestec omogen din extractul uleios de B-caroteni, extractul
hidroalcoolic de antociani gi extractul apos de fructooligozaharide (inulina), au fost testate
mai multe variante de concentratii si combinatii intre aditivi alimentari naturali cu rol de
emulgatori (lecitina din soia, guma arabica si guma guar).
26.  Testarea incetinirii destabilizarii cinetice a emulsiilor nou dezvoltate a condus la
concluzia cad guma de guar in concentratie de 0,5% are efect stabilizant, fiind selectatd in
urma unor teste preliminare complexe.
27.  Stabilitatea in timp a emulsiilor nou dezvoltate, determinatd prin analiza la
microscopul optic, a fost de 7-8 zile in cazul ambelor variante propuse.
28.  Analiza vascozitatii emulsiei la temperaturi cuprinse intre 4° si 40°C a ardtat o scadere
a acesteia odatd cu cresterea temperaturii, fapt ce indicd o influentd negativa a temperaturii
aparitiei fenomenelor de destabilizare. Pe baza acestei analize, se recomanda depozitarea la
temperatura de 4°C (temperatura de refrigerare), temperatura la care tensiunea superficiald a
celor doua lichide componente este mare, fapt ce contribuie la cresterea stabilittii in timp.
29.  In urma analizei continutului de compusi bioactivi din compozitia celor doud emulsii
nou dezvoltate, s-au observat diferente, acestea fiind datorate raportului diferit dintre cele 3
tipuri de extracte din formulele analizate. Astfel, cele mai mari continuturi de antociani
(523,3+4,3 mg/100 g) si P-caroteni (2933+6,2 mg/100 ml) au fost determinate in E1, in timp
ce in E2 s-a determinat cel mai mare continut de fructani de tipul inulinei (1589+6,6 mg/100
ml).
30.  In scopul validirii proprietitilor bioactive ale noilor produse dezvoltate, s-a analizat
activitatea antioxidantd, antiinflamatoare si antibacteriand, rezultatele obtinute fiind
urmatoarele:

— Rezultatele privind activitatea antioxidantd a extractelor si a emulsiilor nou dezvoltate,

determinatd prin metodele FRAP si DPPH, au aratat ca extractul de antociani prezinta

cea mai intensd actiune antioxidanta (41,67+0,6 mg AAE/100 ml extract, 18,91+0,2%
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DPPH), fiind urmat de extractul de [-caroteni (40,41+0,1 mg AAE/100 ml,
16,83+0,1% DPPH). Acest lucru s-a reflectat si in activitatea antioxidantd mai intensa
a primei variante de emulsii, E1, care contine 50% extract de B-caroteni, 25% extract
de antociani si 25% fructani.

Rezultatele obtinute in urma testarii proprietatilor antiinflamatoare ale extractelor si a
celor doud emulsii nou dezvoltate au dus la concluzia ca extractul de antociani are o
puternicd activitate antiinflamatoare (30,09%), apropiatd de cea a acidului
acetilsalicilic utilizat ca martor (30,67%), fiind urmat de extractul de P-caroteni
(26,05%). Dintre emulsii, prima varianta, E1, avind o compozitie de 25% antociani,
50% P-caroteni si 25% fructani, prezintd o activitate antiinflamatoare mai ridicatd cu
4,21% comparativ cu emulsia care are un continut de 15% antociani si 25% caroteni
60% fructani. Cu toate acestea, ambele formulari de emulsii au demonstrat un efect

antiinflamator mai puternic decat cel al acidului acetilsalicilic.

— Rezultatele obtinute privind activitatea antibacteriand testatd pe tulpinile standard de

bacterii gram-pozitive si gram-negative, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Escherichia coli ATCC 25922, Enterobacter sp. ATCC 23355 si Streptococcus
haemolyticus, au aratat o usoara inhibitie a cresterii acestora dovedita de extractul de
antociani, de inulind si respectiv de emulsia El1 asupra dezvoltarii tulpinii de
Streptococcus haemolyticus, indicand faptul cad aceste extracte/ emulsii pot avea un

potential efect antibacterian, dar in concentratii mai mari.

Contributii originale

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

experimental si aplicativ In domeniul extractelor de compusi bioactivi de interes selectati -

antociani, fB-caroteni, fructani de tipul inulinei, dar si a altor compusi de interes, precum

compusii polifenolici, cu potential de a conduce la obtinerea unor produse valoroase,

inovative, dezvoltate cu scopul beneficiilor aduse prin prisma activitdtilor biologice, si

aplicatii in sectorul alimentar:

Contributii la imbogatirea bazei teoretice prin sinteza realizatd privind potentialele
beneficii, In special asupra sistemului imunitar, ale compusilor bioactivi de interes
selectati, studiu concretizat prin publicarea a doud articole stiintifice avand ca tema
potentialul imunostimulator al unor categorii de compusi extrasi din plante, respectiv o
abordare din punct de vedere istoric a utilizarii antioxidantilor in medicind si

alimentatie.
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— Studii asupra aplicarii unor tehnici extractive clasice (macerarea) si moderne (extractia
asistatd de ultrasunete, extractia asistatd de enzime), prin utilizarea a diferitilor
parametrii experimentali.

— Cercetari experimentale de stabilire a conditiilor optime de extractie a compusilor
bioactivi vizati din extractele preparate si propuse ca ingrediente naturale ale unor
produse inovative bioactive

— Caracterizarea fizico-chimica si biologica a bioextarctelor obtinute

— Conceperea si dezvoltarea a doud produse inovative de uz alimentar cu o stabilitate
acceptabila, prin utilizarea exclusivd a ingredientelor naturale vegetale (cele 3
bioextracte preparate), agreate si de vegetarieni, potentialul bioactiv fiind validat prin

testarea proprietatilor antioxidante, antiinflamatoare si antimicrobiene.

Recomandari si directii viitoare de cercetare

Rezultatele experimentale notabile obtinute in prezenta teza de doctorat se doresc a fi
continuate sub aspectul standardizarii extractelor obtinute, intrucét, asa cum au demonstrat si
alte studii realizate in acest sens, continutul de molecule bioactive de interes variaza, in cadrul
aceleiasi specii, de la o varietate la alta si chiar de la o planta la alta, fiind puternic influentat
de factorii de mediu si de zona geografica in care aceasta s-a dezvoltat (luminozitate,
temperatura, altitudine, etc.).

O alta recomandare consta in cercetarea din punct de vedere al activitdtii manifestate
in vitro si in vivo a actiunii sinergice a categoriilor de molecule bioactive din compozitia
noilor produse dezvoltate, de tip supliment alimentar.

De asemenea, cercetarile viitoare se pot indrepta si spre abordari interdisciplinare, prin
realizarea unor studii clinice, pe categorii de pacienti, pentru identificarea beneficiilor aduse

asupra organismului uman, pe langa testarea de laborator finalizata in aceasta teza de doctorat.
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