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Descrierea inventiei

Prezenta inventie se incadreazi in strategia implementatd de Facultatea de Stiinta si
Ingineria Alimentelor din cadrul Universititii Dundrea de Jos din Galati, care vizeazd
dezvoltarea unor tehnologii pentru obtinerea de aditivi alimentari, valorificind beneficiile
ingredientelor naturale, care incorporate in produse alimentare sau nutraceutice, si permita
dezvoltarea de alimente cu functionalitate ridicatd, sanitoase. Astfel, se propune, ca prin
rezultatele obtinute prin prezenta cerere de brevet, si se contribuie la dezvoltarea pe termen
lung a unei culturi nutritionale, atit prin contributii la schimbarea viziunii producatorilor, dar
si a consumatorilor, prin combinarea alimentatiei si a unui stil de viata sanatos, prin dezvoltarea
si promovarea consumului de alimente sdnitoase, tindnd cont de preferintele consumatorilor si
de obisnuintele lor, legate de viata activa, economisirea de timp, hedonism.

Prin urmare, obiectul prezentei inventii il constituie realizarea si descrierea in detaliu a
unor procedee de obtinere si functionalizare a unor ingrediente naturale obtinute prin co-
microincapsularea prin liofilizare a unui extract antocianic din coji de vinete (Solanum
melongena L.) impreuna cu bacterii lactice, proteine si peptide din zer si substante suport
precum, carboximetilceluloza si pectina.

Industria alimentara se confruntd in ultimii ani cu necesitatea inlocuirii aditivilor de
sinteza chimica cu cei naturali, determinata de cresterea exigentelor consumatorilor, care isi
doresc alimente cat mai naturale, cu inocuitate ridicatd, obtinute pe principiul fresh like, mai
sdndtoase, cu potentiale efecte benefice asupra sanatitii. Prin urmare, este evidenta nevoia de
dezvoltare a unor ingrediente, care si prezinte functionalititi multiple, ca alternative naturale,
atat pentru a imbunititi caracteristicile senzoriale (culoare, aromi, texturd etc,) valoarea
nutritiva, functiile tehnologice, dar care sa ofere proprietiti biologice, cum ar fi activitatea
antioxidanti, antimicrobiand, prebiotica si probiotica.

Carocho si colab. (2015) clasifica aditivii naturali in patru mari categorii, $i anume:
antioxidanfi naturali (polifenolii, acidul ascorbic, carotenoidele si tocoferolii), antimicrobieni
naturali (bacteriocine, natamicina, reuterina, poli-L-lizina, lizozimul, lactoperoxidaza,
lactoferina, polifenolii si uleiurile esentiale), colorantii naturali (annato, paprika,
carotenoidele, antocianii, betalainele, clorofilele, curcumina, acidul caminic) si indulcitorii
naturali (eritritol, tagatoza, steviol glicozide, taumatina, glicirizina). Ingredientele formulate
in cadrul acestei inventii pot fi clasificate in categoria antioxidantilor si pigmentilor naturali,
dar prin includerea bacteriilor lactice si a polifenolilor se pot anticipa si proprietati fiziologice
importante (actiune antimicrobiand, rol prebiotic si probiotic).

Polifenolii reprezinta unii dintre cei mai studiati compusi naturali din regnul vegetal,
datoritd in principal activititii antioxidante, cu efecte importante asupra sanatitii umane, si
anume activitate anticancerigen, combat osteoporoza, cataracta, disfunctiile cardiovasculare,
bolile de imunitate etc (Carocho & Ferreira, 2013). Existd numeroase studii care sustin
necesitatea unui aport de circa 1 g polifenoli/zi. Acest aport poate fi imbunatitit si prin
dezvoltatea de alimente cu valoare adidugata, care in mod normal nu contin polifenoli, dar care
pot exploata potentialul pozitiv al acestora prin aditivarea unor ingrediente, valorificind
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totodati o serie de subproduse rezultate de la prelucrarea materiilor prime de origine vegetala,
care contin in compozitia lor o cantitatea mare de compusi naturali cu valoare nutritiva si
functionala.

Antocianii conferd o mare diversitate de culori florilor, fructelor, frunzelor si
tulpinilor, acoperind practic tot spectrul vizibil de culori, de la portocaliu si rosu, trecand prin
nuante de violet si albastru. Diferentele de culoare induse de prezenta antocianilor sunt
determinate de numarul de grupari hidroxilice, gradul de metilare al acestor grupari, tipul,
numarul si locul de legare a moleculei de glucid, precum si tipul si numarul acizilor alifatici
sau aromatici atasati glucidului, dar si pH-ul mediului in care se aflad (Dugo si colab. 2001).
Consumul regulat de antociani si alti polifenoli din fructe, legume, vinuri, gemuri i conserve
este asociat si reducerea riscurilor aparitiei bolilor cronice. Lee si colab. (2009) sugereaza
faptul ca antocianii sunt pigmenti cu o gama larga de activititi biologice cum ar fi: activitate
antioxidanta (Tsuda si colab., 2003), antiinflamatoare (Wang si Mazza, 2002), anticancerigend
(Hou, 2003), antimutagena (Peterson si Dwyer, 1998), activititi chemoprotective si inhibarea
activitatii a-glucosidazei.

Productia de vinete este importantd, cu valori de 50,19 milioane de tone, la nivel
mondial, in anul 2014, China fiind principalul producitor (29,5 milioane de tone), urmati de
India (13,5 milioane de tone), Egipt (1,2 milioane de tone), Iran (0,85 milioane de tone) si
Turcia (0,82 milioane de tone) (FAO, 2014). Vinetele sunt caracterizate de un continut ridicat
de compusi polifenolici cu proprietiti antioxidante. Cao si colab. (1996) clasifica vinetele
printre primele zece legume cu activitate antioxidanta ridicata. in plus, vinetele se remarci
pentru continutul de flavonoide din coaja, care contin cantitidti mari de nasunind (Koponen si
colab., 2007) si, de asemenea, sunt recunoscute pentru concentratiile ridicate de acizi fenolici
in pulpi, in special acid clorogenic (Whitaker si Stommel, 2003). Procesarea la scard
industriala determina obtinerea unor cantititi senmificative de coji de vinete, bogate in compusi
antocianici, care necesitd dezvoltarea de tehnologii de procesare si valorificare, atat pentru
protectia mediului inconjurator, cat si pentru valorificarea compusilor naturali, bioactivi.

Bacterii lactice sunt consumate de mii de ani, efectele lor pentru sinatate fiind
binecunoscute, mai ales prin consumul de produse fermentate de origine vegetala si animala.
Beneficiile bacteriilor lactice sunt multiple, atat in vitro, cat si in vivo. in produsele alimentare
fermentate lactic, speciile Lactobacillus plantarum si Lactobacillus bifermentans sunt
cunoscute pentru faptul cd sintetizeazd o serie de compusi cu actiune antioxidantd si
antimicrobiana (acizi organici, peptide, substante cu masd moleculard mici etc.). Totodata,
aceste specii de bacterii au o rezistenta mai crescuta fata de alte specii, dezvoltadndu-se facil in
sisteme alimentare, in prezenta sérii sau a altor aditivi (Teneva-Angelova si colab., 2018). In
vivo, Choi si Chang (2015) au demonstrat efectul de reducere al colesterolului, prin consumul
de produse fermentate utilizand tulpini de Lactobacillus plantarum. Lee si colab. (2016) au
demonstrat efectele acestor produse impotriva celulelor canceroase prin inducerea apoptozei.
Diferite studii au demonstrat faptul cd numarul de bacterii viabile care ajung in intestin este cu
mult mai mic fatd de numarul de bacterii ingerate (Coelho-Rocha si colab., 2018). Din acest
motiv, incapsularea este o metoda recomandati de crestere a biodisponibilititii bacteriilor
lactice.
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Proteinele din zer sunt reprezentate de un amestec de proteine globulare, izolate din
zerul rezultat de la fabricarea branzeturilor. Capacitatea proteinelor din zer de a forma geluri i
microcapsule fara utilizarea unui tratament termic sever sau a unor adjuvanti pentru
microincapsulare, le transformd in materiale ideale pentru dezvoltarea unor sisteme de livrare
controlatd a unor compusi biologic activi, dar si un transportor eficient pentru micoorganismele
probiotice (Krunic si colab., 2018). in plus, proteinele din zer prezinti numeroase functii
biologice, la nivelul sistemului cardiovascular, digestiv, endocrin, imunitar si sistemului
nervos. Adesea, proteinele din zer sunt descrise ca proteine perfecte din punct de vedere
nutritional, deoarece contin toti aminoacizii esentiali si neesentiali necesari organismului
uman. Datorita particularitatilor structurale, date in special de structura globulara, multe din
proprietatile bioactive ale proteinelor din zer sunt criptate in secventele lor native si astfel pot
fi eliberate numai prin fragmentarea lanfului polipeptidic, de exemplu, prin hidroliza
enzimaticé (Pihlanto-Leppild, 2000). Peptidele rezultate din hidroliza enzimatica a proteinelor
din zer sunt recunoscute pentru activitatea lor biologica si functionald exceptionala, cum ar fi
efecte benefice asupra sistemului imunitar, cardiovascular, nervos si gastrointestinal.

incapsularea este o tehnici consacrata pentru imbunatitirea stabilitatii celulelor si
pentru protectia compusilor biologic activi si a produselor derivate. Incapsularea bacteriilor
lactice aduce numeroase beneficii, cum ar fi de exemplu: celulele microincapsulate sunt
protejate de factorii externi si au o capacitate mai mare de supravietuire in timp si la conditii
de depozitare diferite si, de asemenea, bacteriile au capacitatea de a supravietui in vivo, in
conditii de pH scazut, prezentei enzimelor digestive si a sdrurilor biliare etc. (Krunic si colab.,
2016).

in literatura de specialitate au fost identificate o serie de brevete de inventie care
valorificd potentialul nutritional si functional al antocianilor si bacteriilor lactice, dupa cum
urmeaza:

Patent 8491670/2013 Anthocyanin pigment/dye compositions and method of providing
composition through extraction from corn, inventatori Regina Celia Bertoldo de Barros,
Michele Ann French, Frederic John Rigelhof, Lee Kent French, reprezinta o metoda brevetata
de extractie a pigmentilor antocianici din boabe de porumb intr-un mediu apos. Boabele de
porumb contin 0,1 mg de antociani pe gram. Solutia apoas3 este omogenizata la temperaturi
mai mari de 35°C, dupa care partea solida se separa cu obtinerea unui mediu apos care contine
circa 1,0% antociani. Extractul este apoi concentrat si purificat.

Patent 217/2171672 The way to obtain microencapsulated forms of lactobacilli, se
refera la variante tehnologice care includ culturi de celule bacteriene, microencapsulate intr-o
matrice de copolimeri de acizi acrilici si metacrilici in suspensie apoasi. Aceste culturi
liofilizate au fost obtinute prin dispersia culturilor de celule vii in suspensia apoasia de
copolimer, suspensia obtinutd este injectatd in parafind lichida, uleiuri minerale, si uleiuri
esentiale continand 0,1 pana la 0,5% stearat de aluminiu si 3 - 7% PEG 400, cu omogenizare
continud la 100 - 300 rpm, inainte de formarea microcapsulelor. Ca bacterii, s-au utilizat
tulpinile de Lactobacillus fermentum 90-TS-4 sau VKM B-7573.
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Patent 20140370107/2014, Multilayer microincapsulated probiotic bacteria,
inventatori Giovanni Mogna, Luca Mogna, se referd la un procedeu pentru prepararea
bacteriilor lactice si a bifidobacteriilor microcapsulate in multistrat, cu activitate probiotica.
Obiectul acestei inventii se refera la utilizarea bacteriilor microcapsulate pentru a obtine un
produs finit (produs alimentar, dispozitiv medical sau suplimentar alimentar), cum ar fi: lapte,
lapte integral, lapte partial degresat, lapte praf sau congelat, brinzi, branzi maturatd, unt,
margarina, iaurt, smantana, creme pe baza de lapte si ciocolati, creme pentru dulciuri, gemuri
si suspensii uleioase.

Bacteriile probiotice utilizate in microcapsule sunt: L. acidophilus, L. crispatus, L.
gasseri, L. delbrueckii, L. salivarius, L. casei, L. paracasel, group L. plantarum, L. rhamnosus,
L. reuteri, L. brevis, L. buchneri, L. fermentum, L. johnsonii, B. adolescentis, B. angulatum, B.
bifidum, B. breve, B. catenulatum, B. infantis, B. lactis, B. longum, B. pseudolongum, B.
pseudocatenulatum i S. thermophilus.

Patent EP2603208A2/2011, Process of manufacturing a stable sofigel capsule
containing microencapsulated probiotic bacteria, inventatori Claudia Valla, Rosa Bertolami,
Giovanni Rosina, Karen Helson, descrie un proces de obtinere a unui gel care contine bacterii
probiotice microincapsulate, stabil la temperatura camerei timp de 24 de luni.

Patent 127476/2014, Stabilized anthocyanin food colorant, inventatori Wayne H.
Crosby, Charles V. Fulger, Gerhard J. Haas, Donna M. Nesheiwat, descrie un proces de
obtinere a unui colorant din tescovina de struguri rosii, printr-un proces de extractie etanolica
la temperatura de 30°C, addugarea de acid tanic, recuperarea compusilor antocianici, printr-un
proces de uscare in doui etape, incluzind evaporarea urmatd de uscare prin pulverizare in
prezenta dextrinei.

Fatd de cele prezentate mai sus, inventia propusd se individualizeazd prin co-
microincapsularea prin liofilizare a unui extract antocianic din coji de vinete (Solanum
melongena L.), impreund cu bacterii lactice, in materiale complexe formate din
carboximetilceluloza, pectind, proteine si peptide din zer, care s3 asigure protejarea compusilor
biologic activi de efectele de degradare induse de conditiile de procesare, cum ar fi: regimul
termic, lumina, oxigenul, pH-ul, etc. De asemenea, co-microincapsularea a urmarit obtinerea
unor pudre cu stabilitate ridicata in timp, in ceea ce priveste continutul in compusi biologic
activi si viabilitatea bacteriilor lactice, cu proprietiti multifunctionale superioare, usor de
manipulat si depozitat.

Parametrii inventiei
1. Obtinerea extractului din coji de vinete liofilizate

Extractul din coji de vinete s-a obtinut prin extractie conventional3, utilizand 20 g de coji
de vinete liofilizate si 180 mL de amestec de extractie, formata din etanol si acid citric (96%),
in raport de 9:1, timp de 30 de minute de extractie, cu omogenizare la 150 rpm. in urma
extractiei repetate (2 extractii) si concentrarea extractului sub vid, s-au obtinut 6 g de extract
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concentrat, acesta fiind mai apoi caracterizat in ceea ce priveste continutul de antociani
monomerici, flavonoide totale, polifenoli totali si activitate antioxidanta.

2. Obtinerea hidrolizatelor proteice

Substratul 5% B-lactoglobulind, in 50 mM solutie tampon Tris-HCI cu 20 mM CaCl,, pH
8,0, dupa hidratare timp de 1 oré, la temperatura de 40°C, a fost supus hidrolizei enzimatice cu
termolizind (EC 3.4.24.27, Sigma Aldrich, Germania, tip X, activitate enzimaticd 30-
175 unitati/mg proteind), in raport enzima:substrat de 1:50, in conditii optime de hidroliza
specifice enzimei utilizate (pH 8,0, temperaturd 37°C, timp de doui ore), pana la un grad de
hidrolizi de 21%. Dupa hidroliza, enzima au fost inactivatia prin tratament termic la
temperatura de 95°C, timp de 15 min. Hidrolizatele proteice rezultate au fost pastrate la
temperatura de -20°C pana la utilizare in formulele de comicroincapsulare.

3. Obtinerea inoculului de bacterii lactice

Culturile stoc de bacterii lactice, Lactobacillus bifermentans si Lactobacillus plantarum,
conservate in stare congelatd, in 40% glicerol, la temperatura de -75°C, sunt in gestiunea
Colectiei de microorganisme, cu indicativul MIUG, a Platfomei Bioaliment, din cadrul
Facultatii de Stiinta si Ingineria Alimentelor, din cadrul Universititii ,,Dundrea de Jos” din
Galati, Romania. incadrarea taxonomica a culturilor s-a realizat folosind MicroLog M System
(Biolog, USA). Pentru utilizare, in prima etapa s-a obtinut un preinocul prin cultivare in mediul
Man Rogosa si Sharpe (MRS lichid), la temperatura de 37°C, timp de 24 de ore, in sistem
stationar, in conditii de aerobioza. Un volum de 2% preinocul (cca. 1,8 densitatea optica a
suspensiei, masuraté la lungimea de unda de 600 nm), s-a inoculat in mediul MRS lichid si s-
a continuat cultivarea timp de 48 de ore, la temperatura de 37°C, in sistem stationar, in conditii
de aerobioza. L-a sfargitul cultivirii, biomasa de celule s-a separat prin centrifugare la 9000
rpm, timp de 15 minute, la 4°C. Biomasa separati s-a suspendat in 20 mL de de solutie sterila
0,9% NaCl (ser fiziologic), iar apoi s-a recentrifugat, operatia de spilare repetindu-se de trei
ori. O cantitate de 1 g de biomasd umeda s-a resuspendat apoi in 20 mL de apd utrapurd, iar
suspensia obtinuta a fost utilizatd pentru co-microincapsulare. Suspensia de bacterii lactice s-a
utilizat in 2 variante, o singurd culturd (L. bifermentans) sau in culturi combinate (L.
bifermentans, L. plantarum), in proportie de 1:1.

4. Procesul tehnologic de obtinere a ingredientelor naturale functionalizate

Pentru co-microincapsularea extractului antocianic si a bacteriilor lactice, s-a utilizat
liofilizarea ca tehnica principala si izolat proteic din zer, hidrolizate proteice din zer, pectina si
carboximetilcelulozd, ca materiale de incapsulare §i suspensia de bacterii lactice, in trei
variante de lucru, prezentate in Figurile 1-3.

6 g de extract au fost solubilizate in 300 mL apa ultrapura, obtinandu-se o concentratie
finald de 20 mg/mL. Pentru fiecare varianta de co-microincapsulare, s-au utilizat cite 60 mL
de extract in care s-au solubilizat 1,2 g izolat proteic din zer, 1% carboximetilceluloza si 0,5 %
pectind, la final addugandu-se si 10 mL hidrolizat proteic. Probele au fost mentinute pentru
hidratare timp de 2 ore cu agitare la 450 rpm la temperatura de 40°C. Sterilizarea s-a realizat
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utilizand tehnica UV timp de 1 or3, apoi s-a addugat 20 mL de suspensie de bacterii lactice,
conform datelor si codificérii din Tabelul 1.

Tabel 1. Denumirea si codificarea probelor si suspensiile de bacterii lactice utilizate
pentru co-microincapsulare

VM 20 mL apa ultrapuri sterild

Vi 20 mL suspensie Lactobacillus bifermentans ]

V2 20 mL suspensie Lactobacillus bifermentans + Lactobacillus
plantarum (1:1)

5. Evaluarea numdrului de bacterii lactice

Determinarea viabilititii bacteriilor s-a realizat prin tehnica de numadrare indirectd, prin
cultivare in mediul MRS cu agar (Champagne si colab., 2011). Probele au fost diluate prin
tehnica dilutiilor decimale, utilizand ca lichid de diluare ser fiziologic steril. Din ultimele trei
dilutii s-a prelevat cdte 1 mL suspensie $i s-a repartizat aseptic in cate doua plici Petri sterile,
in paralel, pentru fiecare dilutie. Peste suspensia din placa s-a adaugat ciate 20 mL mediu de
culturd MRS cu agar, continand 0,1% carbonat de calciu, fluidificat i temperat la aproximativ
42°C. Dupad omogenizarea si solidificarea mediului in plici, acestea s-au termostatat la
temperatura de 37°C, timp de 48 de ore. Numarul de unitati formatoare de colonii (ufc)/g proba
s-a stabilit in corelatie cu numarul de colonii din plicile selectate pentru numdirare,
corespunzitoare la doud dilutii succesive (placile continand intre 15 si 300 colonii), coloniile
prezentind in jurul lor un halou incolor, comparativ cu restul mediului opac.

6. Testarea biocompatibilititii in vitro a ingredientelor multifunctionale

Biocompatibilitatea in vitro a ingredientelor multifunctionale a fost evaluata prin testarea
acestora pe celule fibroblaste, folosind linia celulara stabilizata NCTC clona L929, conform
standardului international de testare a citotoxicititii SR EN ISO 10993-5/2009. in acest
context, s-au investigat viabilitatea celulard si proliferarea celulara (testul Rosu Neutru) si
morfologia celulelor (coloratie Giemsa) cultivate in prezenta variantelor obtinute.Testarea
ingredientelor multifunctionale in sisteme alimentare

Cele patru variante experimentale au fost testate prin utilizare in sisteme alimentare, fiind
selectatd ca sistem model inghetata. Tehnologia de obtinere presupune urmitoarele:
amestecarea in conditii adecvate de igiend a componentelor: 20 g lapte condensat, 5 g ciocolata
alba, 20 g frisca vegetald, 2,5 g miere si 2 mL zeama de lamadie. Pudrele multifunctionale au
fost adaugate in concentratie de 2% fatd de amestecul rezultat.

O M - inghetatid martor

0 PM —inghetata cu 2% pudri in varianta codificata VM
O PI1 - inghetata cu 2% pudra in varianta codificata V1
O P2 - inghetati cu 2% pudra in varianta codificati V2
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7. Caracterizarea fitochimicd si probioticd a ingredientelor co-microincapsulate

Procesele tehnologice au fost realizate in cadrul Centrului Integrat de Cercetare,
Expertiza si Transfer Tehnologic pentru Industria Alimentard de la Facultatea de Stiinta si
Ingineria Alimentelor, Universitatea Dunarea de Jos din Galati (https://erris.gov.ro/FOOD-
BIOTECHNOLOGY).

Biocompatibilitatea ingredientelor multifunctionale a fost evaluati in cadrul Institutului
National de  Cercetare-Dezvoltare  pentru Stiinfe  Biologice, Bucuresti
(https://erris.gov.ro/INSTITUTUL-NATIONAL-DE-CERCE-16).

Metodele utilizate pentru determinarea continutului de compusi biologic activi sunt:
metoda Folin-Ciocélteu pentru determinarea continutului de polifenoli totali (mg acid galic
(AG)/g S.U.) (Giusti si Wrolstad, 2001), metoda cu clorurd de aluminiu (Dewanto si colab.,
2002) pentru determinarea continutului de flavonoide totale (mg echivalenti catehina (EC)/g),
metoda AOAC (2005) pentru determinarea continutului de antociani monomerici (mg
delfinidin-3-glicozid (D3G)/g S.U.) si metoda reducerii radicalului 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) in prezenta unui antioxidant (Yuan si al. 2013) pentru activitatea
antioxidanta (mMol Trolox/g S.U.).

Experimente efectuate

Extractul din coji de vinete, ingredientele co-microincapsulate functionalizate si
produsele testate au fost caracterizate fitochimic, in ceea ce priveste continutul de polifenoli
totali, antociani, flavonoide totale, activitate antioxidantd si biocompatibilitate in vitro.
Ingredientele functionalizate si produsele testate au fost testate in plus si din punct de vedere
microbiologic in ceea ce priveste viabilitatea bacteriilor lactice. Profilul fitochimic si
viabilitatea bacteriilor lactice au fost testate pe durata depozitirii ingredientelor, la temperatura
4-6°C, timp de 30 zile. De asemenea, pentru a verifica stabilitatea ingredientelor in sistemele
alimentare selectate, s-a testat profilul fitochimic si viabilitatea bacteriilor lactice pe o perioada
de depozitare, timp de 21 de zile de depozitare, la temperatura de -18°C.

1. Caracterizarea fitochimica a extractului din coji de vinete

in Tabelul 2 este prezentat profilul fitochimic al extractului obtinut din cojile de vinete.

Tabel 2. Caracteristicile fitochimice ale extractului antocianic din coji de vinete

Continut de antociani monomerici (mg delfinidin-3-glicozid/g S.U.) 0,66 +0,01

Continut de flavonoide totale (mg echivalenti catehind/g S.U.) 15,11 £0,14
Continut de polifenoli totali (mg echivalenti acid galic/g S.U.) 24,15 +0,34
Activitate antioxidanti (mMol Trolox/ S.U.) 258,04 +0,51

Se poate observa din Tabelul 2 cé extractul antocianic din coji de vinete a prezentat un
continut ridicat de polifenoli si flavonoide, care au determinat obtinerea unei activititi
antioxidante semnificative.
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2. Caracterizarea fitochimicd, functionald si citotoxicd a ingredintelor co-

microincapsulate

Ingredientele co-microincapsulate functionalizate obtinute au fost testate pentru

evaluarea caracteristicilor functionale, rezuitatele fiind prezentate in Tabelul 3.

Tabel 3. Caracteristicile functionale ale ingredientelor formulate

I

Eficienta incapsuldrii antocianilor (%)

95,76 +0,67 94,85 +0,38 95,89 +0,18
Continut de antociani monomerici (mg D3G/g | 0,36 £0,01 0,27 +0,005 0,32 +0,01
S.U)
Continut de flavonoide totale (mg EC/g S.U.) | 4,33 £0,74 5,02 +0,88 4,94 +0,86
Continut de polifenoli totali (mg AG/g S.U.) 4,77 £0,26 5,88 +£0,72 6,34 £0,70
Activitate antioxidantd (mMol Trolox/g S.U.) | 86,55 +0,66 73,77 £0,50 85,25 +0,89
Numir bacteriilor lactice (ufc/g S.U.) - 4,91x10° 2,8x10°

Asa cum se poate observa din Tabelul 3, nu existd diferente semnificative in ceea ce
priveste profilul fitochimic si eficienta incapsuldrii antocianilor in cele 3 variante
experimentale. Se poate aprecia cd tehnica de co-microincapsulare si compusii utilizati au
permis obtinerea unor variante de pudre cu un continut ridicat de compusi biologic activi si
bacterii lactice, cu o eficientd de incapsulare ridicata. Prin urmare, toate variantele au prezentat
valori remarcabile ale activititii antioxidante.

Pentru a sustine multifunctionalitatea propusd pentru inventie, $i anume activitatea
antioxidanta ridicata si functionalitatea bacteriilor lactice, ingredientele a fost testate pentru
stabilitate la depozitare, timp de 30 de zile, la temperatura de 4-6°C, atat pentru profilul
fitochimic cét si pentru viabilitatea bacteriilor lactice. Rezultatele sunt prezentate in Tabelul
4.

Tabel 4. Caracteristicile functionale ale ingredientelor formulate dupa 30 de zile de depozitare,
1 6°

Continut de antociani monomerici (mg D3G/g | 0,34+0,003 0,24+0,002 0,22+0,002
S.U.)

Continut de flavonoide totale (mg EC/g S.U.) 2,60+0,08 4,51 0,07 2,28+0,12
Continut de polifenoli totali (mg AG/g S.U.) 8,05+0,20 6,39 £0,09 7,28+0,45
Activitate antioxidantd (mMol Trolox/g S.U.) 99,55+0,51 80,22+0,33 88,29+0,71
Viabilitatea bacteriilor lactice (ufc/g S.U.) . 1,97x10° 2,5x10°

Depozitarea la temperaturi de 4-6°C, timp de 30 de zile, a determinat o sciddere a
continutului de compusi biologic activi, in special in proba codificatid V3, pentru continutul de
antociani monomerici (cu circa 32%), si pentru continutul de flavonoide totale, in probele
codificate VM si V2 (cu circa 40%, in proba codificatd VM si 54%, in proba codificatd V2).

Toate cele trei probe au prezentat o eliberare a compusilor polifenolici, ceea ce a condus
la o crestere a activititii antioxidante. Toate probele au pastrat o activitate antioxidanta, peste
80 mM Trolox/g S.U. in ambele variante cu bacterii lactice, acestea au prezentat o viabilitate
de 100%. Rezultatele obtinute la depozitarea controlatd, timp de 30 de zile, in conditii de
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refrigerare, sugereazid ca ingredientele co-microincapsulate functionalizate prezintd un
potential remarcabil pentru utilizare in sisteme alimentare, dar si pentru dezvoltarea de
nutraceutice.

Rezultatele evaluirii biocampatibilititii in vitro (Tabele S si 6) au demonstrat ca toate
variantele realizate au fost biocompatibile deoarece, comparativ cu proba martor (celule in
mediul de culturd, fara produse), celulele cultivate in prezenta ingredientelor functionalizate au
prezentat valori ridicate ale viabilitatii i proliferarii, iar morfologia lor in culturd a fost
normal, caracteristica fenotipului celulelor fibroblaste.

Tabel 5. Viabilitatea celulelor fibroblaste 1.929 cultivate in prezenta ingredientelor
functionalizate timp de 24 h, determinata prin metoda cu Rosu Neutru (% din cultura martor)

Vi 92,37

94,87 96,30 90,58
V2 96,43 101,50 103,18 102,43
V3 107,16 108,78 109,16 111,69

Tabel 6. Viabilitatea celulelor fibroblaste 1929 cultivate in prezenta ingredientelor
multifunctionale timp de 48 h, determinata prin metoda cu Rosu Neutru (% din cultura martor)

Vi

110,25 108,85 107,06 103,66
V2 104,79 103,08 101,02 94,03
V3 92,17 94,06 92,78 93,41

Din Tabele 5 si 6, s-au putut observa si concluziona urmatoarele:

Proba codificati VM a fost biocompatibild pe domeniul 10-250 pg/mL, atat dupa 24
ore, cét si 48 de ore de cultivare. Valorile de viabilitate celulard au fost semnificativ crescute
fatd de martorul netratat, ajungand pana la 110%, dupa 48 ore de cultivare.

Proba codificati V1 a fost biocompatibild pe tot domeniul de concentratii testat, dupa
24 ore si 48 ore de cultivare. Valorile de viabilitate celulara au fost nesemnificativ crescute fati
de martorul netratat, ajungand pana la 103%, dupa 24 ore de cultivare si la 104%, dupi 48 ore
de cultivare.

Proba codificati V2 a fost biocompatibild pe domeniul de concentratii 10-250 pg/mL,
stimuland proliferarea celulara la concentratii de 50-250 pg/mL, atat dupa 24 ore de cultivare,
dar si dupa 48 ore de cultivare. La aceste concentratii, valorile de viabilitate celulara au fost
semnificativ mai mari comparativ cu martorul netratat, ajungind pana la 112%, dupa 24 ore de
cultivare, dar a scazut sub 100%, dupa 48 ore de cultivare.

3. Testarea ingredientelor co-microincapsulate functionalizate in sistemul alimentar
selectat

Cele trei variante experimentale de ingrediente co-microincapsulate functionalizate au
fost adaugate, in proportic de 2% masd de mix inghetatd pentru care s-au testat: profilul
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fitochimic si viabilitatea bacteriilor lactice, initial si in timpul depozitarii, ludnd in considerare
o perioadd de valabilitate medie de 21 de zile. Produsele realizate au fost depozitate in
recipiente cu protectie UV la temperatura de -18°C. Produsele derivate au pastrat sistemul de
codificare aferent ingredientelor, adaugandu-se litera I pentru a se evita confuziile. Rezultatele
obtinute initial si dupa 21 de zile de depozitare sunt prezentate in Tabelele 7 si 8.

Tabel 7. Caracteristicile fitochimice si functionale ale produselor cu valoare adiugata

Continut de antociani monomerici (mg 0 0,04+0,001 | 0,02 +0,001 | 0,04 +0,003

D3G/g S.U.)
Continut de polifenoli totali (mg AG/g S.U.) 0 0,94 +0,06 | 0,85+0,04 | 0,99 +0,07

Activitate antioxidantd (mMol Trolox/g | 0,51 £0,08 | 3,95+0,32 | 3,89 40,29 | 4,96 £0,44
S.U.)

Viabilitatea bacteriilor lactice (ufc/g S.U.) - - 2,66x10° 2,25x10°

Tabel 8. Caracteristicile functionale ale produselor cu valoare adaugata, dupa 21 de zile de
depozitare, la temperatura de -18°C

Continut de antociani monomerici (mg 0 0,08 +0.02 | 0,06 £0.003 | 0,08 +0,001
D3G/gS.U.)

Continut de polifenoli totali (mg AG/g 0 2,134+0.09 | 1,39+0.05 | 2,07 +0,08
S.U.)

Activitate antioxidanta (mMol Trolox/g | 0,49 +0,04 | 6,67 0,24 | 8,31+0,79 | 9,24 £0,42
S.U.)
Viabilitatea bacteriilor lactice (ufc/g S.U.) - . 2,45x10° 8,9x10°

Din Tabelul 7, se remarca faptul ci toate probele au prezentat valori asemanatoare
pentru activitatea antioxidantd, in jur de 4 mMol Trolox/g S.U., semnificativ mai mare
comparativ cu proba martor, cu o valoare spre 5 mMol Trolox/g S.U. pentru varianta codificata
V3. Varianta tehnologica de inghetatd functionalizatd cu L.bifermentans a prezentat o
concentratie de bacterii de ordinul 6 log/g produs.

Depozitarea in conditii de congelare, specifica matricei selectate a condus la o eliberare
semnificativa a compusilor biologic activi din co-microcapsule, ceea ce a condus la dublarea
activitatii antioxidante pentru toate cele trei variante. Bacteriile lactice si-au pastrat viabilitatea
la depozitare, cu o scidere de 1 log/g produs pentru varianta de in care s-au utilizat suspensii
ale ambelor specii de lactobacili.

Pe baza experimentelor §i rezultatelor obtinute, se poate aprecia ca procesul de co-
microincapsulare a fost eficient in protejarea compusilor biologic activi si a bacteriilor lactice,
fapt care a condus la obtinerea unor valori remarcabile pentru activitatea antioxidanti si
mentinerea viabilitatii bacteriilor lactice, atdt in ingredientele formulate, cdt si in matricea
alimentara selectatd, dupa o perioada de pastrare de 30 de zile de pastrare, la temperaturi de 4-
6°C pentru ingredientele functionalizate si respectiv 21 de zile de pastrare, la temperatura de -
18°C, pentru produsele cu valoare addugata (inghetat).
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Concluzii

Rezultatele obtinute in prezenta propunere de inventie sustin multifunctionalitatea
ingredientelor co-microincapsulate, obtinute prin liofilizarea extractului etanolic din coji de
vinete, bogat in compusi antocianici si bacterii lactice selectionate, intr-o combinatie de matrici
de co-microincapsulare, care exploateazi potentialul biologic, functional si tehnologic al
proteinelor din zer, peptidelor, carboximetilcelulozei si pectinei. Ingredientele obtinute au
prezentat valori ridicate ale eficientei de incapsulare, atat pentru compusii antocianici cat si
pentru bacteriile lactice, demonstrandu-se functionalizarea prin activitatea antioxidantd si
metabolici a bacteriilor lactice. Ingredientele au prezentat biocompatibilitate in vitro, toate cele
trei variante prezentind valori acceptabile ale viabilitatii si proliferarii celulelor fibroblaste.

Ingredientele functionalizate propuse reprezintd o alternativd viabild la variantele de
antioxidanti de sintezd si pot avea destinatii multiple, cum ar fi industria alimentara,
nutraceutice, industria farmaceuticd sau cosmeceutici. Ingredientele multifunctionale au
prezentat o buna stabilitate in sisteme alimentare, utilizarea acestota nefiind limitata de matrice.
Totusi, pe baza experimentelor efectuate, autorii inventiei propun adiugarea ingredientului
multifunctional in produse cu pH usor acid (mai mic de 5,0), care sd asigure o stabilitate ridicata
a bacteriilor lactice, cum ar fi: iauturi si produse lactate fermentate, inghetatd, creme pentru
préjituri etc. Autorii propun addugarea ingredientelor multifunctionale in concentratie cuprinsa
intre 1 si 5%.
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Extract antocianic

*IPZ — izolat proteic din zer. **HPZ - hidrolizat proteic din zer. ***CMC - Carboximetilceluloza
Figura 1. Schema bloc de obtinere a ingredientului co-microincapsulat functionalizat pe baza de extract din coji de vinete, proteine si hidrolizate proteice din

zer, carboximetilceluloza si pectind (VM)
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Figura 2. Schema bloc de obtinere a ingredientului co-microincapsulat functionalizat pe baza de extract din coji de vinete, proteine si hidrolizate proteice din
zer, carboxime  zlulozi, pectina si biomasa de Lactobacillus biferm  ns (V1)
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Revendicari
Inventia cuprinde 2 revendicari:
1. Revendicare independenti

Ingrediente co-microincapsulate functionalizate prin utilizarea extractelor antocianice din
coaja de vinete (Solanum melongena L.), bacterii lactice selectionate, proteine si peptide din
Zer, caracterizate prin aceea ci sunt obtinute printr-un procedeu de co-microincapsulare prin
liofilizare, si se prezinta sunt forma de pudre fine, de culoare mov inchis si ofera produselor in
care sunt addugate culoare, activitate antioxidanta i metabolica.

2. Revendicare dependentd

Inghetatd cu valoare adiugati prin utilizarea ingredientelor co-microincapsulate
Sfunctionalizate pe bazd de extracte antocianice din coajd de vinete (Solanum melongena L.),
bacterii lactice selectionate, proteine si peptide din zer cu functionalitate ridicatd,
caracterizate prin aceea ca se prezinti sunt formi de produse cremoase, congelate, de
culoare mov deschis, cu proprietiti functionale, in special activitate antioxidanta si bacterii
lactice vii.



