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Ingrediente naturale pe baza de antociani din struguri microincapsulate in
hidrogeluri din proteine din zer pentru utiliziri in industria alimentara

Rezumat:

Inventia se referd la descrierea unui procedeu de obtinere a unor hidrogeluri multifunctionale
microincapsulate prin gelifiere termicd a compusilor biologic activi din extractul din pielifa de
struguri (Feteascd neagrd) si proteine din zer cu functionalitate ridicatd, in special activitate
antioxidantd si coloranti, in doud variante tehnologice, cu si fira reticulare enzimatica.
Hidrogelurile microincapsulate contin antociani si proteine din zer, recunoscute pentru activitatea
lor biologica si functionald exceptionald, cum ar fi efecte benefice asupra sistemului imunitar,
cardiovascular, nervos si gastrointestinal.

Revendicari: 2
Figuri: 2
Descrierea inventiei

Inventia se referd la descrierea unui procedeu de obtinere a doud hidrogeluri
multifunctionale, prin gelifierea termicd a compusilor biologic activi din extractul din pielitd de
struguri (Feteascd neagrd), microincapsulati in amestec cu proteine din zer, cu functionalitate
ridicatd, in special activitate antioxidantd $i colorantd, in doud variante tehnologice, cu si fara
reticulare mediatd enzimatic. Pentru a demonstra functionalitatea hidrogelurilor obfinute, acestea
au fost testate drept ingrediente naturale functionale in doui matrici, respectiv sméantéina fermentata
si iaurt, in diferite proportii, pentru care s-a urmarit evolutia parametrilor fitochimici pe o perioada
de valabilitate de 21 de zile de depozitare, recomandate de producétor (la temperaturi de 4-6°C, in
recipiente inchise, in absenfa luminii).

Scopul prezentei inventii este acela de a dezvolta ingrediente naturale, care incorporate in
produse alimentare sau nutraceutice, sd permita dezvoltarea de alimente cu functionalitate ridicata,
sdndtoase. Antocianii sunt pigmenti naturali responsabili pentru culoarea rosu, albastru, violet, roz
a unor legume si fructe, care pot fi utilizati ca inlocuitori pentru colorantii alimentari obtinuti prin
sintezd chimica, in special datoritd cresterii gradului de congtientizare a consumatorilor privind
efectele benefice pentru sénitate a compusilor naturali (Bilek si colab., 2017). Colorantii
artificiali, de sintezi chimica, sunt in ultima perioada incriminati, fiind asociati cu o serie de efecte
negative asupra sanatafii, cum ar fi de exemplu, hiperactivitatea si deficitului de atentie la copii
(Kanarek, 2011). Se poate aprecia cd, in ultimul deceniu, cererea pentru colorantii naturali in
industria alimentard este din ce in ce mai mare, atit pentru Imbunitifirea caracteristicilor
senzoriale (culoare) ale produselor alimentare cum ar fi gemuri, conserve, produse lactate, bauturi
sau produse zaharoase , dar §i pentru valoarea adiugati, cum ar fi activitatea antioxidanti,
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antimicrobiani, anti-carcinogenici, efectele neuroprotective si antiinflammatorii (Ozkan si Bilek,
2014).

Propunem astfel dezvoltarea de ingrediente naturale si variante de utilizare in produse
alimentare, care sd contribuie pe termen lung la promovarea unei culturi nutritionale, prin
diversificarea alimentatiei §i a unui stil de viatid sdnitos, prin dezvoltarea si promovarea
consumului de alimente functionale, tindnd cont de preferintele consumatorilor si stilul mult mai
dinamic de viati, economisirea de timp, hedonism.

Dezvoltarea ingredientelor multifunctionale naturale prezinti o limitare data de stabilitatea
scazuti a compusilor biologic activi la diferiti factori specifici procesarii industriale, cum ar fi:
structura matrilor, concentratia, pH-ul, temperatura, lumina, prezenta copigmentilor, a ionilor
metalici, a enzimelor, a oxigenului, a acidului ascorbic, a zaharurilor si a produsilor de degradare
a cestora, a proteinelor si a dioxidului de sulf (Ersus si Yurdagel, 2007). Microincapsularea este o
metoda des utilizatd pentru protejarea acestor compusi, permitind si protectia in timpul digestiei
cu eliberarea controlati in tractul intestinal, acolo unde se realizeaza absorbtia.

Pielita de strugurii rosii, subprodus care rezultd de reguld in vinificatie sau la presarea
strugurilor, reprezintd o sursd excelenti de antociani. Extractul obtinut din pielita acestor struguri
este bogat in antociani, in special glicozide ale malvidinei, petunidinei, cianidinei, peonidinei si
delfinidinei (Gordillo si colab., 2015).

Proteinele din zer sunt recunoscute pentru activitate antimicrobiani, modularea imunitétii
si pentru prevenirea bolilor cardiovasculare §i osteoporozei, antioxidante, antihipertensive,
antitumorale, hipolipidemice, antivirale, antibacteriene si de chelare. Proteinele din zer au o
valoare nutritiva ridicatd, fiind adesea descrise drept proteine perfecte din punct de vedere
nutritional, deoarece contin toti aminoacizii esentiali necesari organismului uman. De exemplu,
proteinele din zer sunt bogate in aminoacizi cu catena ramificati (leucing, izoleucina si valind) (>
20%, g/g). Mai mult, proteinele din zer au proprietiti functional-tehnologice exceptionale (de
exemplu solubilitate ridicata, capacitate de gelifiere si emulsionare, retinere a apei) esentiale in
industria alimentara.

In literatura de specialitate au fost identificate o serie de brevete de inventie care valorifica
potentialul nutrifional si functional al antocianilor, dupd cum urmeaza:

Patent European EP 1279703B1, Substante colorante pe baza de antociani pentru
aplicatii in alimente (Food colouring substances based on Anthocyanin), care are la baza utilizarea
unor rapoarte diferite intre extractul de varzid rosie §i sulfatul de aluminiu, ca atare si
microincapsulat prin uscare prin pulverizare, precum si aplicatii ale acestora in diferite produse
zaharoase (ciocolatd). De asemenea, inventia se referd la combinatii intre extractul de cartof mov,
extract de coacdze negre si soc, standardizate cu maltodextrind si sulfat de amoniu si
microincapsulate prin uscare prin pulverizare.
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Patent US7462370B2, Compozitii imbogdtite in antociani (Compositions enriched in
anthocyanins), furnizeazi compozitii imbogdfite in antociani §i metode de obtinere a acestora
dintr-un extract vegetal brut, cu utilizéri ca nutraceutice si produse farmaceutice.

Fati de cele prezentate mai sus, inventia propusd se individualizeazd prin
microincapsularea compusilor biologic activi din extractul de pielitd de struguri prin gelifiere
termici cu obtinerea unor hidrogeluri din proteine din zer, in doui variante tehnologice diferentiate
prin aceea cd o variantd tehnologici a fost reticulatd enzimaticd, cu o eficientd ridicatd de
incapsulare a antocianilor din extract, cu proprietdfi de colorare si activitate antioxidanta.

Parametrii inventiei

1. Obtinerea hidrogelurilor pe bazi de extract din pielitd de struguri si proteine din zer
a Obtinerea extractului din pielitd de struguri
Extractul din pielita de struguri rosii (Feteascd neagrd) s-a obfinut prin extractie etanolicd,
utilizdand 10 g de pielita de struguri liofilizata si 80 de mL de solutie de etalon de concentratie 70%,
urmati de ultrasonare la temperatura de 40°C, timp de 40 minute. In urma extractiei, s-a obtinut
un lichid de culoare mov, intens colorat. Extractul a fost separat prin centrifugare la 6000 rpm/10
min, supernatantul a fost colectat, iar reziduul a fost supus extractiei repetate. Extractia a fost
repetatd de 4 ori, supernatantul colectat si supus operatiei de concentrare pana la sec, folosind
concentratorul sub vid (Martin Christ, Germania).
Dupi concentrare, extractul a fost dizolvat in apa ultrapura si caracterizat in ceea ce priveste
continutul de polifenoli totali, flavonoide totale, antociani monomerici §i activitate antioxidanta.

b) Microincapsularea extractului din pielitd de struguri rogii in hidrogel — varianta
tehnologici 1

Pentru microincapsularea extractului din pielifd de struguri rosii s-a utilizat o solutie de izolat
proteic din zer (IPZ) 30%. IPZ (30 g) a fost dizolvat in 100 mL de apa ultrapura si solutia rezultata
a fost supusa operatiei de omogenizare la 40°C/2 ore/500 rpm.

Extractul din pielitd de struguri rosii a fost dizolvat in 25 mL de apa ultrapuri si addugat in
solutia de IPZ. Amestecul a fost omogenizat la 40°C/10rd/500 rpm, dupd care s-a realizat
coacervarea pand la pH 4,5 utilizdnd solutie 1IN HCL. Dupa coacervare, solutia a fost supusa
operatie de gelifiere prin incélzire la temperatura de 75°C si mentinere la aceasti temperatura timp
de 5 minute, timp in care s-a format hidrogelul. Hidrogelul rezultat a fost colectat in sticld cu
protectie UV si péastrat la temperatura de 4-6°C, pana la caracterizare si utilizare (Figura 1).

¢) Microincapsularea extractului din pielifd de struguri rosii in hidrogel reticulat —
varianta tehnologicd 2

Pentru microincapsularea extractului din pielifd de struguri rosii in hidrogel reticulat, s-a
utilizat o solufie de izolat proteic din zer (IPZ) 30%. IPZ (30 g) a fost dizolvat in 100 mL de api
ultrapuri si solufia rezultati a fost supusi operatiei de omogenizare la 40°C/2 ore/500 rpm.
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Extractul din pielitd de struguri rosii a fost dizolvat in 25 mL de apé ultrapura si adaugat in
solutia de IPZ. Ulterior, s-a addugat enzima transglutaminaza (comerciald, de origine microbiana
(ActivaTMTG), izolata din Streptoverticillium mobaraense si achizifionatd de la Ajinomoto
Corporation Inc., Tokyo, Japonia), cu o activitate enzimaticd de 100 U/g proteind), in raport
enzimi:substrat 1:100. pH-ul amestecului a fost adus la pH optim al enzimei (pH 6.5), iar reactia
de reticulare s-a desfasurat la 40°C timp de 2 ore. Dupa reactia enzimatica, s-a realizat coacervarea
pand la pH 4,5 utilizdnd solutie 1IN HCL, fapt care a condus si la inactivarea enzimei. Dupa
coacervare, solutia a fost supusd operatie de gelifiere prin incélzire la temperatura de 75°C si
mentinere la aceasta temperaturd timp de 5 minute, timp in care s-a format hidrogelul. Hidrogelul
rezultat a fost colectat in sticld cu protectie UV si pastrat la temperatura de 4-6°C, pand la
caracterizare i utilizare (Figura 2).

2. Testarea hidrogelurilor in diferite sisteme alimentare

Pentru a demosntra functionalitate, cele doud ingrediente formulate au fost testate in doud
matrici alimentare, produse lactate fermentate (smantina si iaurt), caracterizate prin valoarea pH-
ului in jur de 4,6, care permit mentinerea culorii specifice a produselor datorita stabilizarii structurii
antocianice. Produsele testate si modul in care s-a realizat codificarea sunt prezentate in Tabelul
1.

Tabel 1. Descrierea si codificarea produselor testate

Nr. crt. Descriere Cod
1 Martor smantana cu 25% continut de grisime, fird adaos de hidrogel SM
2 Smantina cu 25% continut de griasime, cu 20% adaos de hidrogel SG1
3 Smdéntana cu 25% continut de griasime, cu 50% adaos de hidrogel SG2
4 Smantdnd cu 25% continut de grisime, cu 20% adaos de hidrogel SGR1
reticulat
S Sméantina cu 25% continut de grasime, cu 50% adaos de hidrogel SGR2
reticulat
6 Taurt grecesc cu 20% adaos de hidrogel 1G1
7 Taurt grecesc cu 20% adaos de hidrogel reticulat IGR2

Experimente efectuate

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

Extractul din pielitd de struguri rosii si ingredientele rezultate au fost caracterizate
fitochimic, in ceea ce priveste continutul de polifenoli totali, flavonoide totale, antociani
monomerici §i activitate antioxidanta.
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1. Caracterizarea fitochimicd a extractului din pielitd de struguri rosii

in Tabelul 2 este prezentat profilul fitochimic al extractului din pielitd de struguri rosii.
Metodele utilizate pentru determinarea conginutului de compusi biologic activi sunt: metoda Folin-
Ciocalteu pentru determinarea continutului de polifenoli totali (mg acid galic - AG/g SU) (Giusti
s1 Wrolstad, 2001), metoda cu clorurd de aluminiu (Dewanto si colab., 2002) pentru determinarea
continutului de flavonoide totale (mg echivalenti catehina - EC/g SU), metoda AOAC (2005)
pentru continutul de antociani monomerici totali (mg echivalenti malvidin 3-glucozid — M3G/g
SU) si metoda reducerii radicalului 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) in prezenta unui
antioxidant (Yuan si al. 2013) pentru activitatea antioxidantd (mMol Trolox/g S.U.). Se poate
observa din Tabelul 2 ca extractul din pielitd de struguri rosii a prezentat un continut ridicat de
polifenoli si flavonoide, care au determinat obtinerea unei activititi antioxidante ridicate.

Tabel 2. Caracteristicile fitochimice ale extractului din struguri rosii

Caracteristici Extract
Continut de polifenoli totali (mg acid galic/g S.U.) 5,89+0,56
Continut de flavonoide totale (mg echivalenti catehind/g S.U.) 4,56+0,89
Continut antociani monomerici totali (mg echivalenti M3G/g SU) 0,83+0,02
Activitate antioxidanta (mMol Trolox/g S.U.) 10,73+0,81

Hidrogelurile obtinute au fost testate pentru caracteristicile fitochimice, rezultatele fiind
prezentate in Tabelul 3.

Tabel 3. Caracteristicile fitochimice ale ingredientelor multifuncfionale

Caracteristici fizico-chimice si fitochimice Hidrogel Hidrogel reticulat
Eficienta incapsularii 86,19+1,37 95,2242 21
Continut de polifenoli totali (mg acid galic/g S.U.) 31,89+0,50 36,04+0,22
Continut de flavonoide totale (mg echivalenti catehina/g S.U.) 14,97+£0,48 14,31+0,53
Continut antociani monomerici totali (mg echivalenti 7,39+0,70 9,38+0,43
M3G/100 g S.U)

Activitate antioxidantd (mMol Trolox/g S.U.) 39,21+0,47 44,40+0,79

Asa cum se poate observa din Tabelul 3, hidrogelurile se remarca printr-un aport
semnificativ de antocianii, flavonoide si polifenolii, ceea ce determind o activitate antioxidanta
remarcabild. Varianta reticulatd a permis microincapsularea unei cantititi mai mari de polifenoli
totali si antociani, fapt care a determinat o activitate antioxidantd mai ridicata.

2. Testarea ingredientelor microincapsulate in sisteme alimentare

Cele doua variante experimentale de hidrogeluri au fost addugate, in proportie de 20% si
respectiv 50% 1n smantana fermentata, cu 25% continut de grasime si iaurt tip grecesc, cu 10%
confinut de grasime, pentru care s-au testat: profilul fitochimic initial si stabilitatea la depozitare,
ludnd in considerare o perioada de valabilitate medie de 21 de zile. Produsele au fost depozitate in
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sticle cu protectie UV si depozitate pentru perioada mentionatd la temperaturi de 4-6°C.
Rezultatele obtinute initial si dupd 21 de zile de depozitare sunt prezentate in Tabelele 4 si 5.

Tabel 4. Caracteristicile fitochimice ale produselor cu valoare adaugata

Produse Continut antociani Continut de Continut de Activitate
codificate monomerici totali flavonoide totale polifenoli totali antioxidanta
(mg M3G/100 g S.U.) | (mg EC/100 g S.U.) | (mg AG/100 g S.U.) | (Mol Trolox/g S.U.)
SG1 13,224£3,95 245,23+29,19 428,77+35,34 6,82+0,15
SG2 28,67+0,33 822,50+17,52 930,25+14,55 11,21£0,24
SGR1 17,444+0,38 344,01%£2.25 764,17+4,82 11,61+0,18
SGR2 29,29+0,20 682,51+34,80 822,53+5,44 10,77+0,09
1G 14,17+1,40 207,64+16,63 846,93+83,54 13,17+0,08
IGR 20,44+0,52 204,52+19,76 887,24+12,24 12,57+0,24

Din Tabelul 4, se remarca faptul ca probele cu gel reticulat a prezentat in general un
continut mai mare de compusi biologic activi, comparativ cu gelul nereticulat. Toate produsele
testate s-au remarcat printr-o activitate antioxidanta ridicatd, comparativ cu proba martor.

Tabel 5. Caracteristicile functionale ale produselor cu valoare adaugata, dupa 21 de zile de

depozitare
Produse Continut antociani Continut de Continut de Activitate
codificate monomerici totali flavonoide totale polifenoli totali antioxidanta
(mg M3G/100 g S.U.) | (mg EC/100 g S.U.) | (mg AG/100 g S.U.) | (Mol Trolox/g S.U.)
SG1 15,93+4,21 188,11+7,43 394,22+43,19 6.61+0,28
SG2 35,11£5,07 1186,43+36,12 981,31+43,05 10,15+1,74
SGR1 13,3420,77 156,19+3,98 419,86+25,76 10,822,32
SGR2 30,12+0,46 550,54+41,02 765,64+44 47 9,24+2 34
I1G 10,84+0,06 120,26+11,35 729,61+30,10 12,14+1,31
IGR 15,96+2,03 109,12+4,09 675,67£26,59 12,11+0,53

Din Tabelele 4 si 5 se poate observa ci proba SG1 a prezentat o eliberare a antocianilor
din gel, cu scdderea continutului de flavonoide si antociani. Aceastd dinamica nu a modificat
activitatea antioxidantd a produsului, dupa 21 de zile de depozitare in conditii de refrigerare.

Proba SG2, cu adaos de gel nereticulat cu antociani din struguri microincapsulati a
prezentat o crestere a parametrilor fitochimici, ceea ce denotd o eliberare a compusilor din
microcapsule, cu 0 ugoard variatie a activitdtii antioxidante. Probele SGR1, SGR2 si IG si IGR au
prezentat de asemenea, o scadere a continutului In compusi biologe activi, dar fard modificari
semnificative ale activitatii antioxidante.
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Concluzii

Rezultatele obtinute in prezenta propunere de inventie sustin multifunctionalitatea
ingredientelor microincapsulate, obtinute prin gelifierea termici a extractului etanolic din pielitd
de struguri rosii, bogat in compusi flavonoidici, intr-o matrice unicd de microincapsulare, care
exploateazi potentialul functional si tehnologic al proteinelor din zer, modificate prin denaturare
termica si reticulare enzimaticd. Cele doud ingrediente obfinute au prezentat valori ridicate ale
eficientei de incapsulare pentru compusii antocianici, ambele geluri avand o activitate antioxidanta
in jur de 40 mMol Trolox/g S.U.

Ingredientele au fost testate in dous matrici, smantind si iaurt, cu un continut ridicat de
grasime, unde au prezentat o dubla functionalitate, aceea de colorare in mov, cu nuante diferite in
functie de concentratia addugata si de imbunatafire substantiala a activitafii antioxidante.

Ingredientele multifuncfionale propuse reprezintd o alternativa viabild la variantele de
antioxidanti de sintezid §i pot avea aplicatii multiple, in industria alimentard, producerea de
nutraceutice, in industria farmaceuticd sau cosmeceuticd. Ingredientele multifunctionale au
prezentat o bund stabilitate in sisteme alimentare, utilizarea acestora nefiind limitatid de matrice
sau concentratie. Totusi, pe baza experimentelor efectuate, autorii inventiei propun addugarea
ingredientului multifunctional in produse cu pH acid (mai mic de 5,0), care si asigure o stabilitate
ridicatd a compusilor antocianici, cum ar fi: produse lactate fermentate, sucuri etc. Autorii propun
adaugarea ingredientelor multifunctionale in concentratie cuprinsa intre 20 si 50%.
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Figura 1. Schema tehnologicé bloc de obtinere a hidrogelurilor termice cu microincapsularea extractului din pieliti de
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Figura 2. Schema tehnologici bloc de obtinere a hidrogelurilor termice reticulate cu microincapsularea extractului din pielita
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Revendicari
Inventia cuprinde 2 revendicéri:
1. Revendicare independenta

Hidrogeluri multifunctionale, cu rol de ingrediente naturale pe bazd de extracte antocianice din
pielitd de struguri rosii (Feteascd neagrd) si proteine cu functionalitate ridicatd, in special
activitate antioxidantd, caracterizate prin aceea ci sunt obfinute printr-un procedeu de
microincapsulare prin gelifiere termicé si reticulare enzimatica, $i se prezinta sunt formé de geluri
fine, de culoare mov deschis si oferd produselor in care sunt adaugate activitate antioxidanta.

2. Revendicare dependenta

Produse lactate fermentate (smantind, iaurt) cu valoare addaugata prin utilizarea hidrogelurilor
naturale multifunctionale pe bazd de extracte antocianici din pielitd de struguri rosii (Feteascd
neagrd) si proteine cu functionalitate ridicatd, caracterizate prin aceea ci se prezintd sub
forma de produse de culoare mov deschis, cu activitate antioxidanta ridicata.
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