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ceapa galbena si bacterii lactice co-microincapsulate si aplicatii ale acestora

Rezumat:

Inventia se referd la descrierea unui procedeu de obfinere a unor ingrediente multifunctionale
co-microincapsulate prin liofilizare pe bazd de extracte flavonoidice din coji de ceapi galbena
(Allium cepa L.), maltodextrin, pectind, proteine si peptide din zer si bacterii lactice. Ingredientele
se obtin din proteine din zer, hidrolizate proteice din zer, maltodextrind si pectind ca materiale de
incapsulare a extractelor etanolice din coji de ceapd galbend, bogate in compusi biologic activi
(flavonoide) si a bacteriilor lactice. Ingredientele microincapsulate contin peptide obtinute prin
hidroliza enzimaticd a proteinelor din zer, recunoscute pentru activitatea lor biologicd si
functionald exceptionald, cum ar fi efecte benefice asupra sistemului imunitar, cardiovascular,
nervos si gastrointestinal. De asemenea, in microparticulele obtinute prin liofilizare au fost
incorporate bacterii lactice, care prin proprietitile lor probiotice prezintd efecte pozitive
binecunoscute pentru controlul infectiilor intestinale, controlul nivelului de colesterol seric,
imbunititirea metabolizirii lactozei i activitatea anticarcinogend, imbunititirea sistemului
imunitar, preventia gastroenteritelor.

Revendicari: 2
Figuri: 4
Descrierea inventiei

Obiectul prezentei inventii il constituie realizarea unui procedeu de obtinere a unor
ingrediente multifunctionale, co-microincapsulate prin liofilizare, pe baza de extracte flavonoidice
din coji de ceapa galbena (Allium cepa L.), maltodextrind, pectind, proteine si peptide din zer si
bacterii lactice. Scopul prezentei inventii este acela de a dezvolta ingrediente naturale, care
incorporate in produse alimentare sau nutraceutice, si permitd dezvoltarea de alimente cu
functionalitate ridicatd, sindtoase. Se propune astfel dezvoltarea pe termen lung a unei culturi
nutrifionale, prin combinarea alimentatiei si a unui stil de viatd sinitos, prin dezvoltarea si
promovarea consumului de alimente functionale, tindnd cont de preferintele consumatorilor si de
obisnuintele lor, legate de viatd activd, economisirea de timp, hedonism.

Unul dintre obiectivele principale ale industriei alimentare este dezvoltarea de produse
alimentare cu valoare addugati, care si valorifice potentialul biologic activ al unor resurse
naturale, cum ar fi de exemplu: fructe si legume, coji, seminte, pielite, tescovina etc. Aceste resurse
sunt obtinute de la industrializarea fructelor si legumelor, fiind bogate in compusi biologic activi,
pentru care existd numeroase studii in literatura de specialitate referitoare la efectele pozitive
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pentru sandtate. Dintre acesti compusi se remarcd polifenolii, flavonoidele, antocianii,
carotenoidele, acizii grasi polinesaturati, tocoferolii etc. Marea majoritate a acestor compusi sunt
metaboliti secundari, utilizati de plante in mecanisme de aparare si localizati de regula in coji,
pielite, seminte etc. Prin urmare, concentratii importante de compusi biologic activi ajung in
produse secundare si subproduse ale industriei alimentare, nefiind valorificate. Concomitent, in
ultimii ani este evidentd necesitatea inlocuirii aditivilor artificiali cu cei naturali, determinati de
cresterea exigentelor consumatorilor, care isi doresc alimente cit mai naturale, cu inocuitate
ridicati, obtinute pe principiul fresh like, mai sanitoase, cu potentiale efecte benefice asupra
sanatitii. La acest trend se aliniazi si industria alimentara, care manifesta interes pentru ingrediente
multifunctionale, ca alternative naturale, atit pentru culoare, aroma dar §i pentru alte functii
biologice, cum ar fi activitatea antioxidanti si probiotica.

Ceapa (Allium cepa), care este una dintre cele mai consumate legume in lume, contine o
cantitate mare de compusi fenolici. Procesarea la scard industriald determind obtinerea unei
cantitdfi mari de deseuri, care poate genera unele probleme de contaminare a mediului
inconjurdtor, deoarece promoveazd o crestere rapidd a unor agenfi fitopatogeni, cum ar fi
Sclerotium cepivorum, fard posibilitafi de utilizare in hrana animalelor sau tratarea solurilor
(Roldan si colab., 2008). Prin urmare, este necesard dezvoltarea de tehnologii de procesare si
valorificare a cojilor de ceapa pentru protectia mediului inconjurator, dar si pentru valorificarea
compusilor naturali, bioactivi. Cojile de ceapd contin compusi polifenolici, reprezentati in cea mai
mare parte de quercetina, kaempferol si derivati de miricetina, sub formi de glicozide. In cojile de
ceapa, concentratia de flavonoide este de circa 2-10 g/kg, mult mai mare comparativ cu continutul
de flavonoide regasit in masa cepei (Albishi si colab., 2013). Quercetina, de exemplu, este un
antioxidant puternic in vitro §i, in plus, posedd proprietiti antiinflamatoare, antimicrobiene si
anticancerigene (Gawlik-Dziki si colab., 2012). Datoritd structurii moleculare, flavonoidele sunt
compusi instabili la pH, temperatura, lumind, oxigen, prezenta ionilor, acizilor, si a proteinelor etc,
factori asociafi procesdrii din industria alimentara.

Bacteriile lactice . Beneficiile pentru sanétate ale bacteriilor lactice, multe dintre acestea
cu rol de probiotice, sunt cunoscute i demonstrate (Iannitti & Palmieri, 2010; Tiihonen si colab.,
2010). Bacteriile lactice pot fi incorporate in produsele alimentare, avind multiple beneficii in
vitro si de asemenea in vivo. In prezent, culturile starter comerciale de bacterii lactice sunt
incorporate in produsele alimentare comerciale, dintre cele mai diverse (de origine animald sau
vegetald) (do Espirito Santo §i colab., 2011). Cu toate acestea, proprietdtile nutritionale si
functionalitatea produselor alimentare pot fi afectate negativ, ca urmare a conditiilor particulare
de procesare sau depozitare (Burgain si colab., 2011). Pe de alti parte, in unele cazuri, ingestia de
produse alimentare care contin bacterii probiotice nu este eficientd fard o protectie adecvata
impotriva unor conditii nefavorabile (de exemplu, pH-ul gastric). Multe bacterii probiotice nu au
capacitatea de a supravietui in conditii nefavorabile (temperatura si aciditate), asociate procesarii
sau depozitirii.
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Consumul produselor alimentare in care bacteriile lactice se inmultesc in conditii naturale
sau controlate, nu asigurd intotdeauna o concentratie adecvata de celule vii carec in vivo, s induci
efecte benefice si evidente. Astfel, obtinerea unor ingrediente functionale care si contind o
concentratie ridicati si standardizata de bacterii lactice vii, oferd garantia funtionalititii produselor
in care ingredientele sunt utilizate. Prin metabolismul lor in vitro, bacteriile lactice produc o serie
de compusi cu activitate antimicrobiand, care asigurd conservabilitatea produselor si siguranta
alimentard (acizi organici, peptide, compusi cu masi moleculard redusid etc.). Speciile
Lactobacillus bifermentans si Lactobacillus plantarum se caracterizeazi prin capacitatea de a
produce compusi postbiotici cu rol benefic pentru consumatori (vitamine din grupul B, acid gama-
amino butiric-GABA etc) si potential antimicrobian, precum si capacitate de a se dezvolta in
conditii biotehnologice simple, avind capacitatea de a péstra viabilitatea timp indelungat, in medii
alimentare, in prezenta de NaCl sau alti aditivi alimentari (Angelis si Gobbetti, 2016).

Microincapsularea estc o abordare sistematicd utilizatd pentru a asigura protectia
componentelor sensibile, cum sunt compusii biologic activi si bacteriile lactice, impotriva
conditiilor nefavorabile reprezentate atit de mediile de procesare, dar si de mediul digestiv. In
general, microincapsularea utilizind un singur material de protectie (proteine, polizaharide) s-a
dovedit eficientd in a asigura protectia bacteriilor probiotice si compusilor biologic activi
impotriva unor conditii adverse. insi, combinatia de matrici naturale cu proprietati diferite confera
proprietiti de protectic imbunititite si caracteristici de eliberare superioare in conditii de
depozitare obisnuita si in conditii gastrice (Krasackoopt & Watcharapoka, 2014).

Proteinele din zer au cea mai mare calitate nutritionala (Scor de aminoacizi corectati prin
digestie cu proteine - PDCAAS = 1) (Dullius si colab., 2018). Proteinele din zer sunt bogate in
aminoacizi esentiali, aminoacizi cu catena ramificata si aminoacizi cu sulf, promovand procesele
de reglare metabolica si pliere a proteinelor. Proteinele din zer sunt reprezentate de: -
lactoglobulina (3.3 g/L din totalul proteinelor din lapte si a-lactalbumina (1.2 g/L), si componente
minore, care includ serum albumina bovind (0.3 g/L), lactoferina bovind (0.1 g/L),
immunoglobulinele (0.5-1 g/L), lactoperoxidaza (0.03 g/L) si glicomacropeptidul (1.2 g/L).
Proteinele din zer prezintdi 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 tofi aminoacizii esentiali si
neesentiali necesari organismului uman.

Cu toate acestea, multe din proprietitile 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 enzimatica (Pihlanto-Leppéld, 2000). Peptidele rezultate din hidroliza
enzimaticd a proteinelor din zer sunt recunoscute pentru activitatea lor biologica si functionala
exceptionald, cum ar fi efecte benefice asupra sistemului imunitar, cardiovascular, nervos si
gastrointestinal.
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In literatura de specialitate au fost identificate o serie de brevete de inventie care valorifica
potentialul nutritional si functional al flavonoidelor i bacteriilor probiotice, dupd cum urmeaza:

WO02001049285A1, Flavonoid drug and dosage form, its production and use, este un
patent care descrie o formuld medicald ce contine flavonoide pentru utilizari terapeutice,
profilactice si paleative. Inventia respectiva utilizeaza pudri si/sau extract de ceapd, ceai verde,
si/sau mar, si/sau struguri si/sau Gingo Biloba si pin.

Fati de cele prezentate mai sus, inventia propusd se individualizeazd prin co-
microincapsularea prin liofilizare a unui extract flavonoidic din coji de ceapa galbena (Allium cepa
L.) impreunid cu bacterii lactice, in materiale complexe formate din maltodextrind, pectind,
proteine si peptide din zer, care sd 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, comicroincapsularea a urmarit obtinerea unei pudre cu stabilitate ridicatd in
timp, in ceea ce priveste continutul in compusi biologic activi i viabilitatea bacteriilor lactice, cu
proprietiti multifunctionale ridicate, usor de manipulat si depozitat.

Parametrii inventiei
1. Obtinerea extractului flavonoidic din coji de ceapd

Extractul din coji de ceapa s-a obtinut prin extractie, utilizind 40 g de coji de ceapa galbena
si 1000 mL de apa ultrapura la temperatura de 70°C, timp de 2 ore de extractie, cu omogenizare la
500 rpm. In timpul extractiei, temperatura amestecului a fost de 60°C+2°C. In urma extractiei,
s-a obtinut un lichid de culoare galben-portocaliu inchis, intens colorat. Extractul a fost centrifugat
la 6000 rpm timp ce 10 min, iar supernatantul caracterizat in ceea ce priveste continutul de
polifenoli totali, flavonoide totale si activitate antioxidanta.

2. Obtinerea hidrolizatelor proteice din zer

O solutie stoc de izolat proteic din zer (5% in 10 mM solutie tampon Tris-HCI, pH 8,0), dupa
hidratare timp de 1 ord, la temperatura de 40°C, a fost supusd hidrolizei enzimatice cu
a-chimotripsind (EC 3.4.21.2, Sigma Aldrich, Germania, activitate enzimaticd de 350 U/mg
proteind), in raport enzima:substrat de 1:100, in conditii optime de hidroliza specifice enzimei
utilizate (pH 8,0, temperatura 37°C, timp de doud ore si jumitate), pAna la un grad de hidroliza de
9,5+0,5%. Dupa hidroliza, enzima au fost inactivati prin tratament termic la temperatura de 95°C,
timp de 15 min. Hidrolizatele proteice rezultate au fost pastrate la temperatura de -20°C.

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 Facultitii de Stiinta
si Ingineria Alimentelor, din cadrul Universititii ,,Dunérea de Jos” din Galati, Romania. incadrarea
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taxonomici 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 opticd a suspensiei, masurati 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 condifii de aerobioza. L-a sférsitul cultivarii, biomasa
de celule s-a separat prin centrifugare la 9000 rpm, timp de 15 minute, la 4°C. Biomasa separata
s-a suspendat in 20 mL de de solutie sterild 0,9% NaCl (ser fiziologic), iar apoi s-a recentrifugat,
operatia de spilare repetdndu-se de trei ori. O cantitate de 1 g de biomasa umeda s-a resuspendat
apoi in 20 mL de api utrapurd, iar suspensia obtinutd a fost utilizatd pentru co-microincapsulare.
Suspensia de bacterii lactice s-a utilizat in 2 variante, cite o singurd culturd (L. bifermentans sau
L. plantarum) sau in culturi combinate, in proportie de 1:1.

4. Testarea biocompatibilititii in vitro a ingredientelor multifunctionale

Biocompatibilitatea in vitro a ingredientelor multifunctionale a fost evaluatd prin testarea
acestora pe celule fibroblaste, folosind linia celulard stabilizata NCTC clona 1929, conform
standardului international de testare a citotoxicitatii SR EN ISO 10993-5/2009. In acest context,
s-au investigat viabilitatea celulard i proliferarea celulard (testul Rosu Neutru) si morfologia
celulelor (coloratie Giemsa) cultivate in prezenta variantelor obtinute.

5. Procesul de obtinere a ingredientelor multifunctionale

Pentru co-microincapsularea extractului apos din coji de ceapd s-a utilizat liofilizarea ca
tehnica principali si izolat proteic din zer, hidrolizate proteice din zer, pectind si maltodextrini, ca
materiale de Incapsulare si suspensia de bacterii lactice, in patru variante de lucru, prezentate in
Figurile 1-4.

In principiu, in lichidul rezultat de la extractia flavonoidelor din cojile de ceapa (45 mL),
s-au adaugat 15 mL de hidrolizat proteic, 2% izolat proteic din zer, 1% maltodextrind si 0,5%
pectind. Probele au fost mentinute pentru hidratare timp de 2 ore cu agitare la 500 rpm la
temperatura de 40°C. Sterilizarea s-a realizat utilizind tehnica UV timp de 1 ori, apoi s-a adaugat
20 mL de suspensie de bacterii lactice, conform datelor si codificarii din Tabelul 1.

Tabel 1. Denumirea si codificarea probelor conform culturilor de celule utilizate

M 20 mL apa ultrapura sterild
B 20 mL suspensie Lactobacillus bifermentans
P 20 mL suspensie Lactobacillus plantarum
BP 20 mL suspensie Lactobacillus bifermentans + Lactobacillus
plantarum (1:1)
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Probele au fost liofilizate cu ajutorului unui liofilizator tip CHRIST Alpha 1-4 LD plus
(Germania), la temperatura de -42 °C, sub presiune de 0,10 mBar, timp de 48 h. Ulterior,
ingredientele rezultate a fost colectate, ambalati in sticle cu protectie UV si pastrate la temperatura
de 4-6°C péna la caracterizare si utilizare.

6. Testarea ingredientelor multifunctionale in sisteme alimentare

Cele patru variante experimentale au fost testate prin addugare in sisteme alimentare, fiind
selectate ca model sosurile pe baza de iaurt, utilizate ca dressing-uri in diferite aplicatii. Tehnologia
de obtinere a acestor sosuri este una simpld, presupuniand urmétoarele: amestecarea in conditii
adecvate de igiena a: 50 g de iaurt cu un continut ridicat de griasime si proteind, 0,2 g de pulbere
de usturoi, 0,2 mg de pulbere de marar i 0,1 g de sare. Pudrele multifunctionale au fost adaugate
in concentratie de 1%.

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

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

Experimente efectuate

Extractul din coji de ceapd galbena, ingredientele multifunctionale si produsele testate au
fost caracterizate fitochimic, in ceea ce priveste confinutul de polifenoli totali, flavonoide totale,
activitate antioxidanti si biocompatibilitate in vitro. Ingredientele multifunctionale 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
depozitarii ingredientelor, in conditii de 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 de 21 de zile de depozitare a acestora,
la temperaturi de 4-6°C.

1. Caracterizarea fitochimicd a extractului din coji de ceapa galbend

In Tabelul 2 este prezentat profilul fitochimic al extractului apos obtinut din cojile de ceapa
galbend. Metodele utilizate pentru determinarea continutului de compusi biologic activi sunt:
metoda Folin-Ciocélteu pentru determinarea continutului de polifenoli totali (mg acid galic/g FW)
(Giusti si Wrolstad, 2001), metoda cu clorurd de aluminiu (Dewanto si colab., 2002) pentru
determinarea continutului de flavonoide totale (mg echivalenti quercitind/g) si metoda reducerii
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radicalului 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) in prezenta unui antioxidant (Yuan si al. 2013)
pentru activitatea antioxidantd (mMol Trolox/g).

Tabel 2. Caracteristicile fitochimice ale extractului flavonoidic din coji de ceapé galbend

Continut de polifenoli totali (mg acid galic/g) 50,21+0,10
Continut de flavonoide totale (mg echivalenti quercitind/g) 21,68+0,69
Activitate antioxidantd (mMol Trolox/g) 250,81%6,76

Se poate observa din Tabelul 2 ci extractul flavonoidic din coji de ceapd galbend a
prezentat un continut ridicat de polifenoli si flavonoide, care au determinat obtinerea unei activitati
antioxidante semnificative.

2. Caracterizarea fitochimicd,
microincapsulate

probioticd i citotoxicd a ingredintelor co-

Ingredientele multifunctionale obtinute au fost testate pentru evaluarea caracteristicilor
functionale, rezultatele fiind prezentate in Tabelul 3.

Tabel 3. Caracteristicile functionale ale ingredientelor formulate

Eficienta incapsuldrii flavonoidelor (%) 89,21+1,99 92.23+1,14 93,31+0,89 91,324+2.56
Continut de polifenoli totali (mg AG/g S.U.) 16,42+0,06 17,40+0,83 17,73+1,59 18,40+0,68
Continut de flavonoide totale (mg EQ/ g S.U.) | 17,35%1,97 15,06+0,68 16,66+1,42 16,43+1,18
Activitate antioxidanta (mMol Trolox/g S.U.) | 84,74+2,90 81,03+2,31 84,29+0,55 91,92+3,73
Eficienta incapsularii bacteriilor lactice (%) - 84,18+2,12 71,24£2,17 76,63+3,11
Viabilitatea bacteriilor lactice (ufc/g SU) 1,94x10’ 3,6x107 2,57x107

Asa cum se poate observa din Tabelul 3, nu existé diferente semnificative in ceea ce priveste
profilul fitochimic si eficienta incapsulirii flavonoidelor in cele 4 variante experimentale. Se poate
aprecia ca tehnica de co-microincapsulare i materialele utilizate au permis obtinerea unor variante
de pudre cu un continut ridicat de compusi biologic activi §i bacterii lactice, cu o eficientd de
incapsulare ridicatd. Prin urmare, toate variantele au prezentat valori remarcabile ale activititii
antioxidante. Diferente semnificative au fost remarcate la eficienta incapsularii bacteriilor lactice,
cu o eficienti mai mare pentru specia Lactobacillus bifermentans. In ceea ce priveste profilul
microbiologic al probelor, evaluarea numarului de bacterii lactice in probele cu adaos de bacterii
lactice (B, P si BP) a presupus sciderea numarului de bacterii din proba martor.

Pentru a sustine multifunctionalitatea propusd pentru inventie, $i anume activitatea
antioxidantd ridicatd si functionalitatea bacteriilor lactice, ingredientele a fost testate pentru
stabilitate la depozitare timp de 30 de zile, atét pentru profilul fitochimic cat si pentru viabilitatea
bacteriilor lactice. Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 4.
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Tabel 4. Caracteristicile functionale ale ingredientelor formulate dupa 30 de zile de depozitare

Continut de polifenoli totali (mg AG/g S.U.) 15,52+0,60 12,89+0,38 15,03+0,53 14,33+0,51
Continut de flavonoide totale (mg EQ/ g S.U.) | 15,69+2,26 14,40+0,38 15,93+0,61 10,32+0,76
Activitate antioxidantd (mMol Trolox/g S.U.) | 83,90+0,76 80,18+0,86 81,29+0,58 88,86+0,78
Viabilitatea bacteriilor lactice (ufc/g SU) 1,04x10? 1,90x10’ 1,87x10% 2,56x107

Depozitarea la temperaturi de 4-6°C, timp de 30 de zile, a determinat o scidere a
continutului de compusi biologic activi, in special in proba B, pentru continutul de polifenoli totali
(cu circa 26%) si in proba BP, pentru continutul de flavonoide totale (cu circa 37%). Toate probele
au pistrat o activitate antioxidanta, peste 80 mM Trolox/g S.U. Proba codificatd P a prezentat o
reducere cu 1 log a numdrului de bacterii lactice la depozitare, in timp ce probele B si BP au
prezentat o viabilitate de 100%. Rezultatele obtinute la depozitarea controlata timp de 30 de zile
sugereazi cd ingredientele multifunctionale obtinute prin comicroincapsulare prezinta un potential
remarcabil pentru utilizare in sisteme alimentare, dar si pentru dezvoltarea de nutraceutice.

Rezultatele evaludrii biocampatibilititii in vitro (Tabele S si 6) au demonstrat cé toate
variantele realizate au fost biocompatibile deoarece, comparativ cu proba martor (celule in mediul
de cultura, fira produse), celulele cultivate in prezenta ingredientelor multifunctionale au prezentat
valori ridicate ale viabilitdtii si proliferdrii, iar morfologia lor in culturd a fost normala,
caracteristica fenotipului celulelor fibroblaste.

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

M 97,96 102,88 102,23 105,12
B 109,66 118,03 117,38 117,92
P 110,64 114,56 123,37 110,50
BP 100,84 112,35 112,64 112,50

Tabel 6. Viabilitatea celulelor fibroblaste 1.929 cultivate in prezenta ingredientelor
multifunctionale timp de 48 h, determinata prin metoda cu Rosu Neutru (% din cultura martor)

M 94, 109, ,19 ,
B 131,13 133,07 131,45 120,04
P 100 106,94 107,62 105,76
BP 108,34 118,59 119,28 116,48

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

Proba Martor a fost biocompatibild pe domeniul 10-250 pg/mL dupa 24 ore si 48 de ore
de cultivare. Valorile de viabilitate celularad au fost ugor crescute fata de martorul netratat, ajungind
pana la 105% dupa 24 ore de cultivare si 115% dupéi 48 ore de cultivare.
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Proba B a fost biocompatibili pe tot domeniul de concentratii testat dupd 24 ore si 48 ore
de cultivare. Valorile de viabilitate celulard au fost semnificativ crescute fatd de martorul netratat,
ajungand pana la 118% la 24 ore de cultivare si 133% dupa 48 ore de cultivare.

Proba P a fost biocompatibila, cu valori ale viabilititii celulare crescute fatd de martorul
netratat, ajungind péani la valori la 123% la 24 ore de cultivare si 107% dupa 48 ore de cultivare.

Proba BP a fost biocompatibild pe domeniul de concentratii 10-250 pg/mlL, stimuland
proliferarea celulari 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 celulard au fost semnificativ mai
mari comparativ cu martorul netratat, ajungand pana la 112% la 24 ore de cultivare si 119% dupa
48 ore de cultivare.

3. Testarea ingredientelor comicroincapsulate in sisteme alimentare

Cele patru variante experimentale de ingrediente multifunctionale au fost adaugate, in
proportie de 1% in sosuri pe baza de iaurt, pentru care s-au testat: profilul fitochimic si lactic initial
si stabilitatea la depozitare, luand in considerare o perioadd de valabilitate medie de 21 de zile.
Sosurile au fost depozitate in sticle cu protectie UV si depozitate pentru perioada mentionata la 4-
6°C. Sosurile derivate au péstrat sistemul de codificare aferent ingredientelor, addugandu-se litera
S pentru a se evita confuziile. Rezultatele obtinute initial si dupd 21 de zile de depozitare sunt
prezentate in Tabelele 7 si 8.

Tabel 7. Caracteristicile fitochimice si probiotice ale sosurilor cu valoare addugata

Continut de polifenoli totali (mg AG/g S.U.) 4,89+0,08 5,72+0,54 5,86+0,36 7,22+0,67
Continut de flavonoide totale (mg EQ/ g S.U.) 1,52+0,32 2,144+0,22 2,31+0,73 2,21+0,11
Activitate antioxidantid (mMol Trolox/g S.U.) 9,09+0,25 14,91+0,45 15,00+0,35 17,42+0,38
Viabilitatea bacteriilor lactice (ufc/g SU) - 2,47x108 1,10x10° 3,07x10°

Din Tabelul 7, se remarca faptul ca probele cu bacterii lactice au prezentat un continut mai
mare de compusi biologic activi si activitate antioxidantd mai mare.

Tabel 8. Caracteristicile functionale ale sosurilor cu valoare adaugatd, dupa 21 de zile de

Continut de polifenoli totali (mg AG/g S.U.) 4,15+0,31 6,26+0,35 5,59+0,50 6,10+0,27
Continut de flavonoide totale (mg EQ/ g S.U.) | 2,54+0,43 2,74+0,25 2,78+0,42 2,97+0,46
Activitate antioxidantid (mMol Trolox/g S.U.) | 6,32+0,14 11,41+1,11 12,79+1,36 13,29+0,35
Viabilitatea bacteriilor lactice (ufc/g SU) 6,85x10? 2,24x10° 1,34x10* 1,34x10°
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Din Tabelul 8, se poate observa cé in timpul depozitirii, ingredientele multifunctionale au
prezentat un profil stabil, cu o cineticd de eliberare nesemnificativd a flavonoidelor din
microcapsule si o scadere cu cca. 1 log a numarului de bacterii lactice.

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 antioxidanta si mentinerea viabilititii bacteriilor lactice, atit in ingredientele formulate,
cét si in sosul de iaurt, dupé o perioada indelungaté de pastrare (30 de zile).

Concluzii

Rezultatele obtinute in prezenta propunere de inventie sustin multifunctionalitatea
ingredientelor co-microincapsulate, obtinute prin liofilizarea extractului etanolic din coji de ceapa
galbend, bogat in compusi flavonoidici si bacterii lactice selectionate, intr-o combinatie de matrici
de co-microincapsulare, care exploateaza potentialul functional si tehnologic al proteinelor din zer,
peptidelor, maltodextrinei si pectinei. Ingredientele obtinute au prezentat valori ridicate ale
eficientei de incapsulare, atidt pentru compusii flavonoidici cit si pentru bacteriile lactice,
demonstrandu-se dubla functionalitate prin activitatea antioxidantd si metabolici a bacteriilor
lactice. Ingredientele au prezentat biocompatibilitate in vitro, toate cele patru variante prezentind

.....

Ingredientele multifunctionale propuse reprezintd o alternativa viabild la variantele de
antioxidanti de sinteza si pot avea destinatii multiple, cum ar fi industria alimentar, nutraceutice,
industria farmaceuticd sau cosmeceutici. Ingredientele multifunctionale au prezentat o buna
stabilitate in sisteme alimentare, utilizarea acestota nefiind limitatd de matrice sau concentratie.
Totusi, pe baza experimentelor efectuate, autorii inventiei propun addugarea ingredientului
multifunctional in produse cu pH usor acid (mai mic de 5,0), care sa asigure o stabilitate ridicati a
bacteriilor lactice, cum ar fi: iauturi, produse lactate fermentate, sosuri etc. Autorii propun
adiugarea ingredientelor multifunctionale in concentratie cuprinsa intre 1 si 5%.
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Revendicari
Inventia cuprinde 2 revendiciri:
1. Revendicare independenti

Ingrediente multifunctionale pe bazd de extracte flavonoidice din coaja de ceapa (Allium cepa
L.), bacterii lactice selectionate, proteine si peptide din zer cu functionalitate ridicatd, in special
activitate antioxidanti si metabolica benefica, caracterizate prin aceea ci sunt obtinute printr-un
procedeu de co-microincapsulare prin liofilizare, §i se prezinta sunt forma de pudre fine, de culoare
portocaliu-maroniu inchis si ofera produselor in care sunt adaugate proprietati functionale.

2. Revendicare dependent:i

Sosuri pe bazd de iaurt cu valoare adidugatd prin utilizarea ingredientelor multifunctionale pe
bazd de extracte flavonoidice din coajd de ceapd (Allium cepa L.), bacterii lactice selectionate,
proteine si peptide din zer cu functionalitate ridicatd, caracterizate prin aceea ca se prezinti
sunt forméi de produse de culoare portocaliu-maroniu deschis, cu proprietiti functionale, in
special activitate antioxidanta.
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