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1. Introducere

Aceastd tezd 1isi propune sia aducd rezultate importante in domeniul chimiei
alimentare prin studierea modificarilor aparute in continutul de fitocompusi din fructe si
legume in timpul digestiei. Prima parte a tezei prezinta o introducere teoretica cu privire la
bioaccesibilitatea si biodisponibilitatea fitocompusilor din fructe si legume. A doua parte a
tezei cuprinde principalele rezultate experimentale obtinute.

Fructele si legumele reprezinta o sursa importanta de fitocompusi cu numeroase
beneficii pentru sanatate. Recent, au fost dezvoltate numeroase metode pentru identificarea
si determinarea acestor compusi. Dezvoltarea unor metode eficiente de extractie care sa
imbunatateasca randamentul de extractie fara a reduce beneficiile pentru sanatate este de
mare importanta. In acest sens, unul dintre obiectivele principale ale acestei cercetiri a fost
evaluarea cineticii de extractie a unor fitocompusi din broccoli si evaluarea efectului
indulcitorilor asupra stabilitatii fitocompusilor din gemurile de merisoare.

Chiar dacd fitocompusii detin numeroase proprietati benefice, eficacitatea lor
depinde de posibilitatea de a fi absorbiti. Deoarece studiile cu privire la biodisponibilitatea
fitocompusilor sunt inca limitate, aceastd teza ofera informatii cu privire la digestia
fitocompusilor, precum carotenoide, clorofile, polifenoli, antociani, zaharuri sau vitamina
C din diferite fructe sau legume Tn timpul digestiei gastrointestinale (GI), folosind modele
simulate in vitro sau in vivo . Tn plus, un alt aspect important al tezei il reprezinta evaluarea
modificarilor capacitatii antioxidante in timpul digestiei simulate.

De asemenea, deoarece consumatorii prefera produse cu valoare nutritionala
adaugatd, un alt obiectiv al acestei teze a fost evaluarea stabilitatii fitocompusilor din
gemurile de merisoare in timpul digestiei. Tn plus, s-a determinat activitatea antidiabetica si
citotoxicitatea gemurilor de merisoare, ca perspectiva pentru dezvoltarea unor noi alimente

functionale.



Contributii originale

2. Cinetica de extractie a clorofilelor si carotenoidelor din Brassica

Oleraceal

In acest capitol se acordd o atentie deosebitd extractiei clorofilelor si
carotenoidelor, precum si evaluarii modelului cinetic, in vederea determinarii conditiilor
optime de extractie. Extractia clorofilei si carotenoidelor din brocoli folosind ultrasunetele
ca metoda alternativa de extractie, economica si durabila, este de interes din punct de
vedere industrial. Rezultatele acestei cercetari implica potentiale aplicatii in industria

alimentara.

2.3.1 Optimizarea extractiei asistata cu ultrasunete

Determinarea  clorofilelor si  carotenoidelor s-a realizat prin  metode
spectrofotometrice, descrise de Lichtenthaler si colab., (2001). Pentru a optimiza procesul
de extractie a clorofilelor si carotenoidelor din Brassica oleracea , s-au evaluat urmatorii
parametri: timpul de extractie, temperatura si tipul de solvent. Acetona si etanolul au fost
alesi ca solventi de extractie deoarece acesti solventi sunt adesea utilizati pentru extractia
colorantilor alimentari (Fernandez-Leon si colab., 2015). A fost efectuat un studiu
comparativ al extractiei clorofilelor si carotenoidelor din broccoli cu ambii solventi.
Rezultatele experimentale obtinute dupa extractia cu etanol si acetona sunt reprezentate in
tabelele 2.1-2.3. Etanolul a fost mai eficient in extractia clorofilelor si carotenoidelor.
Etanolul este un solvent preferat tindnd cont de recomandarea sa ca solvent eco-friendly.
Mai mult, etanolul este mai ieftin decat alti solventi, netoxic si sigur. Este important ca la
alegerea unui solvent de extractie sa se ia In considerare posibila sa toxicitate, cu atat mai
mult daca extractele sunt utilizate ca aditivi sau coloranti alimentari, cum ar fi cele de
clorofilele si carotenoide.

Un alt parametru care influenteaza procesul de extractie al colorantilor naturali din
legume este timpul de extractie. Timpul de extractie ales a fost 5 si 40 de minute deoarece
unele studii raporteaza ca efectul extractiei asistate cu ultrasunete este mai eficient in
primele 30 de minute (Zhang et al., 2008).

Iparti din acest capitol au fost publicate in Scrob si colab., 2019b.
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Tabelul 2.1 Concentratia de Chl-A (mg/g) la diferiti timpi si temperaturi de extractie

Timp de Acetona Etanol Etanol Etanol

extractie (min) (30°C) (30°C) (50°C) (80°C)
0 0 0 0 0

5 4,29 5,02 4,60 3,98

10 6,48 7,35 6,10 5,49

15 7,39 8,40 6,87 6,33

20 7,15 8,53 7,32 6,56

30 7,00 8,27 7,62 6,69

40 7,07 8,13 7,74 6,79

Tabelul 2.2 Concentratia Chl-B (mg/g) la diferiti timpi si temperaturi de extractie

Timp de Acetona Etanol Etanol Etanol
extractie (min) (30°C) (30°C) (50°C) (80°C)
0 0 0 0 0
5 2,34 3,19 3,23 2,12
10 3,27 4,99 4,55 4,10
15 3,58 5,92 5,26 4,75
20 3,34 6,13 5,65 4,90
30 3,23 6,11 5,77 4,98
40 3,27 6,06 5,82 5,02

Tabelul 2.3 Concentratia carotenoidelor (mg/g) la diferiti timpi si temperaturi de extractie

Timp de Acetonia Etanol Etanol Etanol

extractie (min) (30°C) (30°C) (50°C) (80°C)
0 0 0 0 0

5 1,46 1.45 1,15 1,02

10 1,64 1,93 1,53 1,42

15 1,63 2,15 1,63 1,49

20 1,63 2,16 1,63 1,48

30 1,62 2,12 1,62 1,47

40 1,62 2,08 1,60 1,45
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Figura 2.1 Influenta timpului de extractie, al solventului si a temperaturii asupra Chl-A (a), Chl-B (b) si carotenoide (c).



2.3.2 Modelarea cinetica

Determinarea parametrilor cinetici este extrem de importantd pentru o extractie
asistatd de ultrasunete eficienta. Evaluarea modelelelor cinetice si a vitezei de extractie n
procesul de extractie este extrem de utild atunci cand se doreste transferul tehnologic (Lazar
si colab., 2016).

Procesul de extractie al clorofilelor si carotenoidelor din broccoli se desfasoara in
doua etape: una rapida, in primele 20 min, urmata de o etapa mai lenta, care se apropie de
concentratia de echilibru. In aceste circumstante, viteza de extractie urmeazi o lege de
ordinul doi. Datele experimentale obtinute au fost prelucrate si reprezentate grafic in
coordonatele specifice modelului cinetic de ordinul doi (Lazar si colab., 2016). Validarea

modelului cinetic pentru toate datele experimentale este confirmatd in fiecare caz de

coeficientul de determinare (R 2>0,98) (Figurile 2.2-2.4).

# Acetone (30°C)
6 @ Ethanol (30°C)
A Ethanol (80 °C)
Ethanol (50°C)

A v=0132x + 0.257
R?=0.991

y=0.116x + 0.458
2=0.999

y=0.114x + 0.218

2=0.990
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[
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Figura 2.2 Validarea modelului cinetic de ordinul doi pentru Chl-A

H + Acetone (30°C) y=0.298x + 0.166
@ Ethanl (30°C) R*=0.993

12
4 Ethanol (80°C)

= Ethanol (50°C)
£
> 8 P v = 0.152x + 0.640
£ ¢ 2= 0.996
g . y=0.146x + 0.541
R2=0.988
2
]
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Figura 2.3 Validarea modelului cinetic de ordinul doi pentru Chl-B
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Figura 2.4 Validarea modelului cinetic de ordinul doi pentru carotenoide

Tn concluzie, studiul extractiei asistata de ultrasunete a clorofilelor si carotenoidelor
din brocoli ( Brassica oleracea ) a avut ca obiectiv principal determinarea factorilor si
mecanismelor implicate in procesul de exractie, pentru posibilele aplicatii ulterioare in
industria alimentara. Extractia clorofilelor si carotenoidelor urmeaza un model cinetic de
ordinul doi (R%>0,98). Etanolul a extras o cantitate mai mare de coloranti decét acetona.
Extractia cu acetona a determinat valori mai mari ale constantelor de vitezd k decat
etanolul. Desi acetona extrage mai repede clorofilele si carotenoidele din brocoli, extractele
etanolice se pot folosi ca aditivi naturali in industria alimentara. Extractia cu etanol 1a 30°C
a fost cea mai eficientd. Cresterea temperaturii a determinat diminuarea cantitatii acestor
pigmenti. Rezultatele acestei cercetari implica potentiale aplicatii pentru aditivii naturali in

industria alimentara.
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3. Digestia gastrointestinala in vitro la brocoli®

Broccoli (Brassica oleracea) este printre legumele foarte consumate in zilele
noastre, in special datorita efectelor sale benefice si a continutui mare de antioxidanti.
Acest capitol cuprinde rezultatele obtinute in urma evaluarii digestiei gastrointestinale in
vitro asupra capacitatii antioxidante, clorofilelor, carotenoidelor si continutului total de
polifenoli din brocoli. Capacitatea antioxidantd a fost determinatd prin ABTS, iar
continutul de fitocompusi a fost investigat spectrofotometric si prin cromatografie pe strat
subtire. Rezultatele experimentale evidentiazd faptul cd digestia gastrointestinald poate
afecta substantial absorbtia de polifenoli, clorofile si carotenoide prezente in Brassica

oleracea, reprezentand o baza privind stabilizarea acestor fitocompusi.

3.3.1 Bioaccesibilitatea clorofilelor si carotenoidelor

Pentru a evalua continutul de fitocompusi din brocoli in urma procesului de
digestie, probele au fost analizate inainte si dupa digestia in vitro . Metoda de digestie in
vitro utilizatd in acest studiu include trei etape: salivara, gastrica si intestinala ( Minekus et
al., 2014). Compozitia detaliatd a fluidelor simulate, si anume lichidul salivar - SSF,

lichidul gastric - SSG si lichidul intestinal - SIF este prezentata in Tabelul 3.1.

Tabelul 3.1 Prepararea fluidelor de digestie simulata

Volumul componentelor (mL)
Fluid de KCI KH:PO4 | NaHCO3 NaCl MgCl2(H20)s | (NH4)2CO3
digestie (37.3g/L) | (68¢g/L) | (84g/L) | (117 ¢g/L) (30.5¢g/L) (484d/L)
simulata
SSF (pH=7) 15.1 3.7 6.8 . 0.5 0.06
SGF (pH=3) 6.9 0.9 12.5 11.8 0.4 0.5
SIF (pH=7) 6.8 0.8 425 9.6 1.1 .

Variatia continutului de carotenoide, clorofile si polifenoli, precum si modificarile

capacitatii antioxidante in timpul digestiei in vitro sunt prezentate in Tabelul 3.2.

2 Acest capitol a fost publicat in Scrob si colab., 2019b
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Tabelul 3.2 Continutul total de carotenoide, clorofile, polifenoli si capacitatea antioxidanta

n probele nedigerate si digerate in vitro

Etapa de Concentratie Capacitate
digestie Carotenoide Clorofile Polifenoli antioxidanti (umol

(mg/ml) (mg/ml) ( LgGAE/mL) Trolox/mL)

Initial 6,11+0,98 18,21+1,21 136,44+9,85 1,05 +0,03

Gastric 1,34+0,12 7,49+0,84 126,3615,16 0,43 +0,01

Intestinal 1,34+0,14 5,09+0,62 69,24 +4,25 0,20 +0,00

In comparatie cu cantitatea de carotenoide prezente In probele nedigerate,
continutul acestor compusi a scazut dupa procesul de digestie. S-a raportat o scadere de
78,07% din totalul de carotenoide, atat dupa digestia gastrica, cat si intestinald. Scaderea
continutului de carotenoide 1in timpul digestiei a fost confirmata si de alti autori (Courraud
si colab., 2013; Fernandez-Garcia si colab., 2012). Continutul de clorofile a scazut similar cu
carotenoidele (72,05%). S-a raportat cé clorofilele sunt compusi sensibili la variatii de pH si la
temperaturi ridicate.

Modificarile aparute in continutul de clorofile si carotenoide Tnainte si dupa fiecare
etapa de digestie in vitro au fost evaluate si prin cromatografie in strat subtire, fiind o
metoda rapida si relativ ieftind in separarea amestecurilor complexe. Odata cu dezvoltarea
fazelor stationare si posibilitatea acestei metode de a fi combinatd cu echipamente de
detectie precise, tehnica isi creste in continuare utilizarile in multe domenii de cercetare
(Scrob si colab., 2019a). Probele obtinute in urma digestiei simulate - in faza salivara (P1),
in faza gastrica (P2) si in faza intestinald (P4), au fost analizate prin TLC si s-a observat o
tendinta de scadere a continutului de clorofile si carotenoide dupa procesul de digestie in
vitro comparativ cu extractul etanolic nedigerat (P6). Probele (P3) si (P5) reprezinta
reziduurile etanolice obtinute dupd digestia gastrica, respectiv intestinald; aceste probe au
fost analizate pentru a verifica daca fitocompusii de interes au ramas in matricea solida in
timpul digestiei. Vizualizarea s-a facut in lumind UV la o lungime de unda de 366 nm
(Figura 3.1). Intensitatea culorii arata ca cea mai mare cantitate de compusi se gaseste in
proba nedigeratd (P6), urmatad de extractele etanolice din materialul solid rezidual rezultat

din digestia orala (P1), gastrica (P3) si digestia intestinala (P5).

12



Figura 3.1 Separarea prin cromatografie pe strat subtire (TLC) in lumind UV la 366 nm in
faza salivard (P1), in faza gastrica (P2), extract etanolic gastric (P3), in faza intestinala
(P4), extract etanolic intestinal (P5) si extract etanolic nedigerat (P6).

Profilul clorofilelor si carotenoidelor in timpul digestiei gastrice si intestinale prin
analiza imaginii separarii la 366 nm arata cd cea mai mare cantitate de compusi se gaseste in
proba nedigerata (P6), urmata de extractele etanolice din materialul solid rezidual rezultat din
digestia salivara (P1), digestia gastrica (P3) si digestia intestinald (P5). In ceea ce priveste
fluidele obtinute din etapele de digestie gastrica (P2), respectiv intestinald (P4), continutul de

clorofile si carotenoide a scazut astfel incat compusii nu au mai putut fi detectati prin TLC.
3.3.2 Bioaccesibilitatea continutului total de polifenoli

In ceea ce priveste continutul total de polifenoli, studiile de literatura au raportat
interactiunea acestor fitocompusi cu diferiti constituenti ai matricilor alimentare precum
proteine, fibre, lipide, modificAndu-le structura chimica si afectand in acest fel
biodisponibilitatea acestora (Bouayed si colab., 2011). in studiul de fatd, eliberarea
polifenolilor din Brassica oleracea in urma digestiei simulate a fost realizata in principal in
timpul etapei gastrice (Tabelul 3.2).

Din datele experimentale se poate observa ca polifenolii din brocoli sunt mai stabili
la modificarile pH-ului si activitatilor enzimatice (pepsind si pancreatind) in timpul
digestiei Gl decat clorofilele si carotenoidele. Rezultatele acestui studiu evidentiaza faptul
ca bioaccesibilitatea polifenolilor din Brassica oleracea este strans legata de transformarile
care au loc in timpul procesului de digestie.
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3.3.3 Modificari ale capacitatii antioxidante in timpul digestiei simulate

Capacitatea antioxidanta a probelor a scazut in urma digestiei in vitro in comparatie
cu probele nedigerate (Tabelul 3.2). Capacitatea antioxidanta prezinta un comportament
similar cu cel al fitocompusilor determinati, indicand faptul ca aceasta ar putea fi atribuita
prezentei acestora. Capacitatea antioxidanta scazutp la sfarsitul procesului de digestie ar
putea fi asociat cu stabilitatea scazuta a acestor fitocompusi (Gayoso et al., 2016).

In concluzie, studiul bioaccesibilitatii fitocompusilor din brocoli joaci un rol
important deoarece numai compusii eliberati din matricea solida a plantei ca urmare a
procesului de digestie vor fi ulterior biodisponibili pentru absorbtie. Rezultatele indica
faptul ca digestia simulata determind scaderea continutului total de carotenoide si clorofile
din Brassica oleracea , precum si continutul total de polifenoli si capacitatea antioxidanta.
Toate modificarile au fost statistic semnificative (p<0,05), cu exceptia modificarii
continutului de carotenoide in timpul digestiei intestinale. Rezultatele experimentale au
evidentiat o usoara scadere a continutului de polifenoli dupd etapele gastrice si intestinale,
indicand un nivel mai ridicat de biodisponibilitate a acestor compusi in comparatie cu
carotenoidele si clorofilele; astfel, Brassica oleracea ramane o sursa importantd de

compusi cu proprietati antioxidante.
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4. Efectul digestiei gastrointestinale simulate asupra caracteristicilor

nutritionale ale fructelor uscate®

Fructele uscate sunt foarte consumate in zilele noastre datoritd proprietatilor
sanatoase pe care le detin. Pentru a oferi noi informatii cu privire la potentialele beneficii
pentru sanatate ale fructelor uscate, acest capitol studiaza determinarea efectelor digestiei
in vitro asupra mineralelor, continutului total de polifenoli, continutului total de zaharuri si
capacitatii antioxidante. Determinarea Mg, Ca, Mn, Fe, Cu si Zn a fost efectuata prin
spectrometric de emisie optica cu plasma cuplata inductiv (ICP-OES), in timp ce
determinarea Na si K a fost efectuatd prin spectrometriec de emisie atomicd in flacara
(FAES). Metalele toxice au fost determinate prin spectrometrie de masa cu plasma cuplata
inductiv (ICP-MS). Bioaccesibilitatea acestor compusi a fost evaluatd si prin analiza
statistica multivariatd. Aceasta cercetare ofera informatii si cu privire la studiul fructelor

uscate ca alimente functionale.

4.3.1 Validarea metodelor ICP-OES, ICP-MS si FAES

LOD-urile din probele solide au fost calculate luand in considerare protocolul de

preparare a probei pentru determinarea fractiei totale si bioaccesibile (Tabelul 4.4).

Tabelul 4.4 Limitele de detectie in ICP-OES, ICP-MS si FAES pentru determinarea

multielementala in fructele uscate.

Determinare Metode
ICP-OES ICP-MS FAES
Mg [Ca {Mn |Fe [Cu |[Zn | Lafel |CD |Co |Hg |Pb | Ni N/A K
de

Lichid 0,50 | 0,50 | 0,60 | 0,20 | 3.3 | 3.5 | 0,0006 | 0,02 | 0,02 | 0,04 | 0,10 | 0,06 | 100 20
(ng/ml)

Solid (total) | 50 |50 |60 |20 |330 | 350 | 0,06 2 2 4 10 |6 100000 | 2000
(ug/kg)

Gastric 1 1 1 04 |66 |70 |- - - - - - 200 40
(ug/kg)

Intestinal 2 2 2 0,8 | 13.2 | 14.0 | - - - - - - 400 80
(ug/kg)

4.3.2 Caracterizarea probelor de fructe uscate

3 Acest capitol a fost publicat in Scrob si colab., 2022a
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Tabelul 4.5 Compozitia elementala (mg/kg db) a celor 24 de probe de fructe uscate studiate. Bioaccesibilitatea in etapa gastrica

(Bioaccesibilitatea () ) si etapa gastrointestinala (Bioaccesibilitatea (1)) sunt exprimate in procente (%). Co si Cd sunt < LOD in toate probele.

Proba Na K Mg Ca Mn Fe Cu Zn As Pb Ni Hg
Curmale (D)

Min. 2074 | 33357 | 426 333 4,82 8,06 9,76 16,5 0,00018 | 0,149 0,478 | 0,0085
Max. 3092 |36503 |610 820 7,48 27,2 18,0 38,0 0,0173 0,481 0,664 | 0,0747
Media 2427 | 35575 | 524 550 6,02 18,3 12,6 26,5 0,0112 0,268 0,580 | 0,0260
ClP 983 3202 213 463 2,95 16,9 8,17 24,7 0,0176 0,314 0,171 | 0,0680
Mediana 2271 | 36220 | 529 522 5,88 19,0 11,4 25,7 0,0140 0,221 0,590 0,0125
Bioaccesibilitate ) | 48,5 | 59,5 42.5 51,6 65,3 12,7 4,10 < c c c c
Bioaccesibilitate 20.3 | 34.2 36.6 40,1 < 2,65 < < C C C C

@)

Stafide (R)

Min. 2302 | 25866 | 303 555 5,22 29,6 9,08 10,1 0,0151 0,144 0,314 0,0086
Max. 6555 | 32345 | 397 632 6,34 73,3 10,5 14,7 0,0354 0,862 0,371 0,0168
Media 3931 | 29671 | 345 608 5,63 43,6 9,85 12,1 0,0280% | 0,397 0,350 0,0100
CI®P 4156 | 5880 84,9 75,8 1,12 20,0 1,38 4,96 0,0240 0,336 0,0540 | 0,0083
Mediana 3432 | 30235 | 339 621 5,47 35,7 9,92 11,75 0,0350 0,291 0,358 0,008
Bioaccesibilitate ) | 54,3 | 66,1 53,8 28,8 50,0 21,7 11,3 2,39 c c c c
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Bioaccesibilitate 24,8 | 74,2 51,9 29,2 37,6 10,2 < < C C C C

(Gn

Nuca de cocos (K)

Min. 2058 | 17247 | 554 92,1 17,1 24,2 11,7 16,4 0,0021 0,0503 0,357 -

Max. 2869 | 19100 | 861 162 23,7 31,6 16,2 19,7 0,0397 0,252 3,17 -

Media 2480 | 18056 | 713 123 20,3 28,1 12,8 18,8 0,0209* |0,131% |1,63 0,0096
a

ClIb 714 1648 273 76,3 6,08 6,51 5,29 3,50 0,0572 0,228 3.08 0,0000

Mediana 2496 | 17938 | 718 119,3 | 20,1 28,4 12,3 19,6 0,0209 0,0931 |1,51 0,0096

Bioaccesibilitate ) | 74,1 | 58,8 47,7 75,2 92,5 26,2 16,7 12,7 c c c c

Bioaccesibilitate 51,1 |373 33,4 50,3 3,27 43,8 20,1 < C C C C

@)

Merisoare (C)

Min. 3003 | 10055 | 35,7 72,6 2,80 2,47 4,34 2,73 0,0011 - 0,130 0,0086

Max. 4013 | 11784 | 53,7 94,5 3,51 4,52 5,21 3,72 0,0396 - 0,269 0,0260

Media 3455 | 10619 | 43,3 78,1 3.20 3,56 4,88 3.17 0,0124 - 0,183 0,0160

CI®P 898 1849 18,3 24,2 0,676 1,81 0,866 0,887 0,0380 - 0,129 0,0212

Mediana 3402 | 10398 |41,8 74,2 3,25 3,63 5,00 3,12 0,0053 0,0520 | 0,168 0,0170

Bioaccesibilitate ) | 46,8 | 68,5 53,9 74,3 17,5 9,36 < < Cc c c c
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Bioaccesibilitate 24,1 |40,8 42,3 61,9 7,55 6,53 < < C C C C

(Gn

Prune uscate (P)

Min. 10528 | 17923 | 262 523 2,86 5,73 5,11 9,43 0,0154 0,145 0,218 -

Max. 20791 | 33586 | 337 634 5,26 13,7 7,63 24,7 0,0542 0,391 0,653 |-

Media 15618 | 24065 | 300 520 3,91 9,66 6.39 16,3 0,0373% | 0,261 0,367 |-

CI®b 9050 | 15347 |81.2 217 2.38 7.17 2,85 16,3 0,0432 0,280 0,419 -

Mediana 15576 | 22376 | 301 529 3,77 9,62 6,41 15,6 0,0430 0,255 0,300 | 0,0070

Bioaccesibilitate ) | 53,5 | 72,3 56,3 31,4 57,9 12.4 10,4 17,9 c c c c

Bioaccesibilitate 39,0 |530 38,4 25,0 36,2 9,35 39,7 < C C C C

@)

Banane uscate (B)

Min. 4758 | 22335 | 547 157 6,67 4,89 4,81 9,54 0,00021 | 0,0426 | 0,275 -

Max. 7857 | 26483 | 610 183 17,4 10,5 5,72 15,6 0,0020 0,195 0,937 -

Media 5802 | 23768 | 577 165 10,5 6,39 5.27 11,5 0,00065 | 0,0850 | 0,494 0,0090
a

CI®P 3002 | 4528 61,8 26.4 10,2 4,56 0,809 6,00 0,0019 0,159 0,660 0,0000

Mediana 5295 | 23165 | 575 159 9,01 7,38 5.29 10,4 0,00021 | 0,0525 | 0,383 0,0090
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Bioaccesibilitate ()

77,0

72,0

39,9

21,6

33,4

34,4

5,26

13,7

Bioaccesibilitate

(Gn

55,1

46,3

25,7

17,0

11,0

16,7

43,7

Valorile sunt prezentate ca medie pentru 4 probe si 3 masuratori paralele pentru fiecare proba.
Calculat fara valori sub limita de detectie (LOD).
b Interval de incredere (IC) (95%, n=4).

¢ Metalele toxice nu au fost luate in considerare pentru masuratorile de bioaccesibilitate.

db: baza uscata
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a) Minerale esentiale si metale toxice

Concentratiile totale de Na, K, Mg, Ca, Mn, Fe, Cu, Zn, Co, As, Pb, Cd, Ni si Hg,
exprimate ca medie a trei masuratori, sunt redate in Tabelul 4.5. Tn toate cazurile, valorile
acceptabile pentru erorile intre masuratori (RSD) au fost mai mici de 10,0%.

Conform rezultatelor obtinute pentru continutul total, se poate concluziona cad K
este cel mai abundent macronutrient, in timp ce dintre microelemente, Zn si Fe sunt
prezente intr-o concentratie mai mare. Concentratii mari de K au fost raportate si in alte
tipuri de fructe de catre Perreira si colab., (2015). Concentratiile elementare au scdzut in
urmatoarea ordine: K > Na > Ca > Mg > Zn > Fe > Cu > Mn, pentru curmale si prune
uscate; K > Na > Mg > Ca > Fe > Zn > Cu > Mn in cazul stafidelor; K> Na > Mg > Ca >
Fe > Zn > Mn > Cu, pentru nuca de cocos; K > Na > Ca > Mg > Cu > Fe > Mn > Zn,
pentru merisoare; K > Na > Mg > Ca > Zn > Mn > Fe > Cu, pentru banane uscate.

Prezente in concentratii mari, metalele toxice precum Co, As, Pb, Cd, Ni si Hg pot
avea ca rezultat diferite efecte adverse asupra sanatatii. De exemplu, acumularea de cadmiu
in corpul uman poate afecta sistemul pulmonar, renal sau hepatic (Tokalioglu si colab.,
2014), in timp ce plumbul este implicat in multe efecte adverse asupra sanatatii, inclusiv
neurotoxicitatea si nefrotoxicitatea (Gercia-Leston si colab. , 2010). Prin urmare, evaluarea
potentialelor riscuri pentru sanatate ale metalelor grele din alimente este importanta. Riscul
necancerigen al As, Cd, Ni, Co, Pb si Hg din fructele uscate a fost evaluat utilizand

coeficientul THQ. THQ-urile metalelor toxice sunt prezentate in Figura 4.2.

Reference THQ

o Mean

| Mean+SE
T Mean+SD
08

|

04

Target Hazard Quotient (THQ)

0.

o

0.0

% g 2 O & M 0O A~ m gu
Figura 4.2 Gradul de expunere la risc in cazul As, Pb, Ni si Hg prin consumul moderat de
fructe uscate: D - curmale; R - stafide; K - nuca de cocos; C — merisoare; P - prune uscate;

B — banane uscate. Cd si Co sunt < LOD 1n toate probele.
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Valoarea THQ a fiecarui metal este mult mai mica decat 1, ceea ce sugereaza ca
consumul de fructe uscate nu prezintd un pericol pentru sanatate. Riscul cumulativ a fost,
de asemenea, evaluat si exprimat ca THQ total (TTHQ). Rezultatele obtinute au o valoare
semnificativa in special pentru vegetarieni. Din cauza valorilor scazute obtinute in probele
nedigerate si pentru ca nu reprezinta un potential risc pentru sanatate, As, Cd, Ni, Co, Pb si

Hg nu au fost luate in considerare in masuratorile de bioaccesibilitate.

b) TPC, TSC si AC din fructele uscate

Rezultatele experimentale pentru TPC, TSC si AC obtinute inainte de digestia in
vitro sunt prezentate in Tabelul 4.6. Dintre fructele uscate studiate, stafidele contin cea mai
mare cantitate de TPC, urmate de merisoare, curmale, prune uscate si banane uscate. Cel
mai scazut TPC dintre fructele uscate testate se gaseste in nuca de cocos. Rezultatele
obtinute sunt in concordanta cu cele raportate de alti autori (Ishiwata si colab., 2004; Wu si
colab., 2004).

TSC a variat in toate fructele uscate analizate. Curmalele sunt fructele cu cel mai
mic continut de zaharuri. Cea mai mare concentratie de zaharuri se gaseste in bananele
uscate (Tabelul 4.6). Acest fapt ar putea fi atribuit zaharului si mierii adaugate de
producitori acestor fructe, asa cum este specificat pe eticheta. In plus, uscarea fructelor
creste semnificativ concentratia de solide (Chang si colab., 2016) iar acest lucru poate fi
corelat si cu continutul ridicat de zahdr. Prunele si merisoarele reprezintd si ele o sursa
mare de zaharuri, dupd banane. Toate tipurile de merisoare utilizate in acest studiu au
continut de zahar adaugat si acest fapt ar putea fi corelat cu continutul ridicat de zaharuri
obtinut. Desi prunele nu contin zahar adaugat, ele reprezinta o sursa importanta de zaharuri

naturale, precum fructoza si glucoza.
4.3.3 Digestia GI in vitro a fructelor uscate

a) Bioaccesibilitatea elementelor esentiale

Tn general, determinarea continutului total de elemente dintr-un produs nu este
suficientd pentru evaluarea valorii nutritionale reale si sunt necesare studii de bioaccesibilitate.
Determinarea bioaccesibilitatii elementelor esentiale joaca un rol important, deoarece aceste
elemente sunt implicate intr-o varietate de functii biologice. Bioaccesibilitatea (%) elementelor
esentiale dupa digestia gastricd si gastrointestinald sunt redate in Tabelul 4.5. Variatiile
continutului de elemente esentiale in timpul digestiei gastrointestinale in vitro sunt prezentate
in Figura 4.3.
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Tabelul 4.6 TPC (mg acid galic/g db), TSC (mg D-glucoza/g db), AC asts (umol Trolox/g db), AC ppreH (Mol Trolox/g db) si AC pppH (Mg acid
ascorbic/ g db) la cele 24 de probe de fructe uscate studiate. Bioaccesibilitatea Tn etapa gastrica (Bioaccesibilitatea () ) si etapa gastrointestinala
(Bioaccesibilitatea (cry) sunt exprimate in procente (%).

Proba TPC TSC | AC agts | AC ppe | AC Proba TPC TSC | AC AC AC rrapr
FRAP ABTS DPPH

Curmale (D) Merisoare (C)

Min. 0,625 | 2042 | 2,05 1,38 0,310 Min. 1,43 5770 | 5,02 2,36 0,215

Max. 3,95 2875 | 5,57 2,45 0,483 Max. 3,05 14220 | 7,48 3,06 0,267

Media 1,92 2348 | 3,63 1,99 0,381 Media 2,04 9116 | 6,34 2,70 0,242

Cl? 4.00 886 | 3,13 0,540 0,0160 |CI? 2,00 10242 | 4,19 0,596 0,0030

Mediana 1,55 2237 | 3,44 2,07 0,366 Mediana 1,85 8238 | 6,43 2,70 0,243

Bioaccesibilitate 42.3 109 | 265 103 203 Bioaccesibilitate ) | 27,5 23,7 | 46,1 74,9 66,8

©

Bioaccesibilitate 62.2 193 | 401 87,7 172 Bioaccesibilitate 63,2 60,0 | 202 182 100

(Gh (GI)
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Stafide (R)

Prune uscate (P)

Min. 1,30 2429 | 0,889 2,19 0,117 Min. 0,804 9265 | 0,791 1,78 0,128
Max. 3,04 5339 | 3,88 2,39 0,204 | Max. 2,26 13625 | 1,75 2,89 0,223
Media 2,25 3454 | 2,36 2,27 0,158 | Media 1,60 11595 | 1,40 2,39 0,160
Cl? 2,00 3536 | 2,03 0,115 0,0030 |CI® 1,00 2763 | 0,344 | 0,642 0,0000
Mediana 2,33 3024 | 2,33 2,25 0,155 Mediana 1,67 11746 | 1,54 2,44 0,145
Bioaccesibilitate 110 104 | 255 66,9 299 Bioaccesibilitate ) | 152 10.3 | 589 189 801

©)

Bioaccesibilitate 112 121 | 2074 88.3 234 Bioaccesibilitate 209 26.0 | 1412 381 818
(D) (Gl)

Nuca de cocos (K) Banane uscate (B)

Min. 0,241 | 7494 | 0,0466 0,868 0,0596 | Min. 0,445 12653 | 1.30 0,952 0,110
Max. 0,485 | 9424 | 0,744 1.06 0,0970 | Max. 0,665 19280 | 2,78 1,65 0,172
Media 0,360 | 8096 | 0,239 0,945 0,0740 | Media 0,549 16770 | 1,74 1.32 0,139
Cl? 0,0000 | 1989 | 0,0460 0,0481 0,0000 |CI? 0,0000 |6791 | 2.00 0,223 0,0000
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(Gn

(D)

Mediana 0,358 | 7732 | 0,0840 | 0,926 0,0690 | Mediana 0,543 17574 | 1,44 1,33 0,137
Bioaccesibilitate 91,0 55,0 | 3948 46,0 91,7 Bioaccesibilitate ) | 66,8 21,4 | 189 36,7 35,1
©)

Bioaccesibilitate 195 139 | 26792 406 371 Bioaccesibilitate 123 50,0 | 775 62,3 57,5

Valorile sunt prezentate ca medie pentru 4 probe si 3 masuratori paralele pentru fiecare proba.

Interval de incredere (IC) (95%, n=4).
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Figura 4.3 Concentratia elementelor esentiale: (a)-K, (b)-Na, (¢)-Ca, (d)-Mg, (e)-Cu, (f)-Fe, (g)-Mn, (h)-Zn in probele de fructe uscate ihainte de

digestie si dupa etapele de digestie gastrica (G) si gastrointestinala (GI)
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Cea mai mare bioaccesibilitate a K dupa faza GI a fost observata la stafide, variind
intre 68,17 si 78,84%, in timp ce curmalele reprezinta o sursa mai putin importanta de K la
sfarsitul digestiei, cu valori ale bioaccesibilitatii cuprinse intre 30,64 si 37,12%.
Bioaccesibilitatea Mg dupa digestia gastrointestinala variaza intre 25,7% (banane uscate) si
51,9% (stafide). Tn cazul Ca, bioaccesibilitatea variaza intre 17,0% la banane uscate si
62,0% in cazul merisoarelor. Fe, Mn si Zn au valori ale bioaccesibilitatii mult mai mari in
etapa gastricA comparativ cu etapa gastrointestinald. Zn are cea mail scazuta
bioaccesibilitate dintre toate fructele si dupa etapa GI, concentratia sa este sub LOD pentru
toate probele. Din punct de vedere statistic, elementele Mg, Fe, Cu si Zn se gasesc intr-0
concentratie semnificativ mai mica (test t, p < 0,05) atat dupa digestia G, cat si dupa digestia

Gl.

b) Contributia consumului de fructe uscate la doza zilnicd recomandata (RDA) a
elementelor esentiale

Elementele esentiale prezente in probele de fructe uscate nu sunt complet eliberate
n timpul digestiei in vitro, unele dintre ele prezentand niveluri scazute de bioaccesibilitate.
Prin urmare, la estimarea aportului alimentar este important sa nu se tind cont de continutul
total de elemente, ci de continutul obtinut dupa digestie. Regulamentul (UE) Nr. 1169/2011
a stabilit ca un aport semnificativ de minerale si micronutrienti necesita o valoare de cel
putin 15% RDA furnizat intr-o singura portie. Contributiile %RDA dintr-o portie zilnica de
50 g de fructe uscate obtinute dupa etapele de digestie sunt prezentate in Figura 4.4. Se
poate observa ca fructele uscate pot fi considerate surse importante de elemente esentiale
precum K, Na, Mg, Ca, Mn, Fe, Cu si Zn, ludnd in considerare concentratia totald de
metale. Cu toate acestea, luand in considerare bioaccesibilitatea, valorile RDA sunt reduse.
Cu exceptia merisoarelor, toate fructele uscate analizate raman o sursd importanta de
potasiu in urma digestiei GI (RDA >15%). Consumul a 50 g de stafide furnizeaza
aproximativ 63,6% din cantitatea de K necesara, urmate de prune uscate (31,33% RDA),
curmale (30,5% RDA), banane uscate (27,4% RDA) si nucd de cocos (16,8% RDA).
Valorile obtinute dovedesc o importanta deosebita a fructelor uscate in alimentatie,
deoarece potasiul este un element esential pentru sinitate. In ceea ce priveste sodiul,
rezultatele reflecta contributii importante in cazul bananelor uscate, nucii de cocos,
merisoarelor uscate, stafidelor si curmalelor. Astfel de valori sunt promititoare si
dovedesc o importanta deosebita a fructelor uscate in alimentatie, deoarece sodiul este un

element esential pentru sanatate.
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Figura 4.4 Contributiile % RDA ale K (a), Na (b), Mg (¢), Ca (d), Mn (e), Fe (f), Cu (g), Zn (h) dintr-o portie zilnica de 50g de fructe uscate in
diferite etape ale digestiei in vitro .
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¢) Bioaccesibilitatea continutului total de polifenoli si zaharuri

Numeroase studii prezinta rezultate cu privire la continutul total de polifenoli din
fructe, insa putine fac referire si la bioaccesibilitatea acestora (Saura-Calixto si colab.,
2007). Figura 4.5 prezinta continutul total de polifenoli determinat in probele de fructe

uscate Tnainte de digestie si in urma fiecarei etape de digestie.
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Figura 4.5 Continutul total de polifenoli determinat in probele de fructe uscate inainte de

digestie si dupa etapele de digestie gastrica si gastrointestinala.

Merisoarele si curmalele prezintd cea mai scdzuta bioaccesibilitate gastrica dintre
fructele uscate. Dupa ambele etape de digestie gastrica si intestinald, continutul de
polifenoli a crescut in comparatie cu continutul gastric (Figura 4.6).

Cea mai mare bioaccesibilitate GI a polifenolilor a fost observata in cazul prunelor
uscate, nucii de cocos si bananelor uscate. Curmalele si merisoarele prezinta un nivel de
bioaccesibilitate Gl mai scazut (Tabelul 4.5). Niveluri ridicate de bioaccesibilitate GI au
fost raportate si de alti autori (Kamiloglu si colab., 2014). Acest fapt ar putea fi atribuit
unui timp mai lung de digestie comparativ cu etapa gastrica. In plus, digestia intestinala
este realizatd in prezenta mai multor enzime digestive, ceea ce favorizeaza eliberarea
nutrientilor din matricea solida (Kamiloglu si colab., 2014).

Modificarile TSC in timpul fiecarei etape a digestiei GI sunt prezentate in Figura
4.7. S-a constatat ca zaharurile se elibereaza preponderent in etapa GI si in cantitati mai
mici Tn etapa gastrica. Prunele uscate, bananele uscate si merisoarele prezintd o
bioaccesibilitate gastricdi mai mica de 50% (Tabelul 4.5). Nuca de cocos prezintad o

bioaccesibilitate putin mai mare (55,0%). Bioaccesibilitatea scazuta in etapa gastrica poate
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fi explicata prin prezenta polifenolilor atasati de moleculele de zaharuri (Coe si colab.,
2013). Variatiile TSC sunt statistic semnificative (test t, p < 0,05, Tabelul 4.7) pentru

probele de merisoare, prune uscate si banane.
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Figura 4.7 Concentratia continutului total de zaharuri (TSC) in probele de fructe uscate

Tnainte de digestie si dupa etapele de digestie gastrica (G) si gastrointestinala (GI).

d) Modificari ale AC in timpul digestiei in vitro

Capacitatea antioxidantd s-a determinat folosind trei metode diferite, si anume
ABTS, DPPH si FRAP. Bioaccesibilitatea compusilor cu actiune antioxidantd determinata
prin aceste metode este prezentata in Tabelul 4.5, putdndu-se observa un comportament
diferit al antioxidantilor in functie de metoda utilizata.

ACagTs a crescut semnificativ (testul t, p < 0,05, Tabelul 4.7) in cazul tuturor

fructelor uscate dupa digestia in vitro GI. Acest lucru indica faptul ca antioxidantii prezenti

in fructele uscate au capacitatea de a elimina radicalii liberi ABTSe * 1n timpul digestiei. Tn
urma digestiei GI, ACagts a crescut semnificativ n cazul tuturor probelor, in special n
cazul nucii de cocos si al stafidelor. Compusii antioxidanti prezenti in fructele uscate
prezintd valori mai scazute ale bioaccesibilitatii prin metodele DPPH si FRAP, comparativ
cu metoda ABTS (Figura 4.10). Rezultatele obtinute sugereaza necesitatea folosirii mai

multor metode de determinare a capacitatii antioxidante.

30



= Mean
35 ] Mean+SE
(a) T MeanSD
30 i
.E‘A: 25 l
i3 £ ]
SE 8
ZEE2 L -
=
=0 =
35 I
22 %5 l
RS T
Z i i
10 I T l
g o
a 1
5 1
T B = BT oa i
1 P Y
0 5
D R K C P B D R K C P B D R K C P B
Initial values Gastric digestion Gastrointestinal digestion
T
7o Mean
(b) . MeantSE
8 T Mean+SD
fgo
22c°
1% TS I
E E S T o
SE 2 e L
E%E 4 = T
AR 1
<
T
! & T
E 8 B
2 g 1 o a I =
L 1 L og 3
z = T
T, S
-3 )
0
D R K C P B D R. 'K C P B D R K C P B
Initial values Gastric digestion Gastrointestinal digestion
s Mean
Mean+SE
(C) T MeantSD
1.6
2 = a
£ _ o
§3= 12
§£%
sgg
£EE3
izt [ ‘
2y 2 I
2E %o8 0
- S0
< & a
| |
0.4 o I I
= I
& =
i -
- T
1 ? & =
z I = 3
0.0
D R K C P B D R K C P B D R K C P B
Initial values Gastric digestion Gastrointestinal digestion

Figura 4.10 AC determinata prin metodele ABTS (a), DPPH (b) si FRAP (¢) in probele de
fructe uscate inainte de digestie si dupa etapele de digestie gastrica (G) si gastrointestinala

(GI).
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4.3.4 Evaluarea statistica a proprietdtilor nutritionale si functionale ale fructelor uscate

Pentru a evidentia proprietatile fructelor uscate in timpul procesului de digestie, s-a
aplicat analiza componentelor principale (PCA) si harta termica. Graficele hartii termice
care ordoneaza variabilele pe baza modelelor de similaritate sunt prezentate in Figura 4.11.

Graficele cu scorul PCA sunt redate in Figura 4.12.
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Figura 4.11 Harti termice ce descriu variatia: (a) elementelor esentiale; (b) AC;

(c) TPC si (d) TSC.
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digestia GI.
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Tn concluzie, in urma digestiei GI se observa modificiri pentru toate elementele
esentiale studiate. Fructele uscate studiate reprezinta o sursa bund de minerale precum Na,
K, Mg, Fe, Mn si Cu, prezentdnd niveluri medii de bioaccesibilitate pentru aceste
elemente, cu exceptia Zn, care a prezentat cea mai scazutd bioaccesibilitate. De asemenea,
s-a demonstrat ca fructele uscate nu prezinta risc cancerigen (THQ<1). Prunele, nuca de
cocos, bananele uscate si stafidele reprezinta surse importante de polifenoli, prezentand un
nivel de bioaccesibilitate ridicati dupa digestie. In urma simularii in vitro a digestiei, AC a
crescut in cazul majoritatii fructelor uscate; prin urmare, fructele uscate reprezinta 0
alegere sanatoasa n prevenirea unor boli corelate cu stresul oxidativ. Desi rezultatele
obtinute in urma digestiei GI in vitro nu pot simula in mod direct conditiile in vivo, aceste
rezultate au importanta in elaborarea unor studii epidemiologice sau investigarea

bioaccesibilitatii fitocompusilor din alte surse.
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5. Cinetica de degradare a vitaminei C, antocianilor, polifenolilor si

zaharurilor reducitoare din diferite gemuri de merisoare*

Merisoarele (Vaccinium vitis-idaea) sunt considerate o sursa bogata de fitocompusi,
dar din cauza faptului ca sunt perisabile, cel mai adesea sunt folosite sub forma de gemuri,
siropuri sau alte derivate. Acest capitol descrie modificarile aparute in timp in continutul
de antociani, vitamina C, polifenoli, zaharuri reducdtoare si capacitatea antioxidanta a
gemurilor de merigsoare. Gemurile au fost preparate cu diferiti indulcitori naturali sau
sintetici: zaharoza, fructoza, eritritol, zahar brun, zahdr de cocos, stevie, zaharina.
Prepararea gemurilor s-a realizat in laborator, dupa o reteta traditionala. Nu s-au folositi
aditivi sau conservanti in prepararea acestora. Gemurile au fost pastrate la 4°C si 25°C
(atat in conditii de lumina, cat si de intuneric), timp de 180 de zile. Vitamina C, antocianii,
polifenolii, zaharurile si capacitatea antixodantd s-au determinat spectrofotometric. S-au
determinat constantele de viteza (k) si timpii de injumatatire (ti. ) ale proceselor de
degradare. Cinetica de degradare a vitaminei C, TAC, TPC, AC si TSC s-a determinat prin
potrivirea datelor experimentale cu diferite modele cinetice teoretice. De asemenea, s-a
evaluat efectul indulcitorilor asupra continutului total de polifenoli, dar si asupra capacitatii
antioxidante. Rezultatele ofera informatii utile in intelegerea degradarii fitocompusilor,

contribuind la dezvoltarea de noi produse functionale.

5.3.1 Variatia continutului de fitocompusi din gemurile de merisoare

a) Vitamina C

Vitamina C prezintd numeroase beneficii pentru sanatate (Zanini si colab., 2018).
Aceasta vitamind insa se degradeaza foarte repede in timp, deoarece este oxidata rapid la
acid dehidroascorbic (Sutwal si colab., 2019). Avand in considerare cele mentionate mai
sus, stocarea gemurilor in conditii adecvate este importantd pentru a obtine toate beneficiile
vitaminei C. Variatia continutului de vitamina C pe parcursul a 180 de zile n diferite
conditii este prezentata in Figura 5.1. Se poate observa o scadere semnificativa din punct
de vedere statistic a continutului de vitamina C, iar degradarea acestui compus este
influentata de tipul indulcitorului folosit la prepararea gemurilor.

* Parti din acest capitol au fost publicate in Scrob si colab., 2022¢
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Figura 5.1. Variatia continutului de vitamina C in probele de gemuri pe parcursul a 180 de
zile in diferite conditii de pastrare: (a) frigider, (b) lumina si (c) Intuneric (1-zahar; 2-

fructoza, 3-eritritol; 4-zahar brun; 5-zahar de cocos; 6-stevie; 7-zaharina).

b) Continutul total de antociani si antociani individuali

Printre fitocompusii prezenti in merisoare, antocianii joaca un rol important. Desi
detin proprietati antioxidante, acestia au dezavantajul de a fi sensibili la expunerea la
lumina, temperaturi ridicate, acizi etc. (Hou si colab., 2013). Degradarea acestor compusi
din merisoare poate fi partial atribuita reactiilor indirecte de oxidare sau polimerizare care
au loc in timp (Benedek si colab., 2020). S-a constatat ca toate probele de gem prezinta o
scadere semnificativd a TAC dupd numai 15 zile In conditii de lumina (Tabelul 5.2). Chiar

si in cazul gemurilor pastrate la intuneric s-a determinat o scadere semnificativa a TAC
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dupi 30 de zile. In cazul gemurilor pastrate la frigider, sciderea continutului total de

antociani a devenit semnificativa abia dupa 60 de zile. Acest fapt indica importanta

pastrarii gemurilor la temperaturi joase.

Variatia concentratiei TAC in gemurile de merisoare pastrate pe parcursul a 180 de

zile in diferite conditii este prezentata in Figura 5.2. Antocianii s-au degradat in proportie

de aproximativ 90% in cazul gemului de merisoare preparat cu zahar de cocos.
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Figura 5.2. Variatia TAC in probele de gemuri pe parcursul a 180 de zile in diferite
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conditii de depozitare: (a) frigider, (b) lumina si (c) conditii de intuneric
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In ceea ce priveste antocianii individuali, au fost identificati trei compusi principali:

cianidin 3-galactozida (1), cianidin 3-glucozida (2) si cianidin 3-arabinozida (3) (Figura

5.3).
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Figura 5.3 Profilul HPLC (532 nm) al antocianilor din gemurile de merisoare: (1) cianidin
3-galactozida; (2) cianidin 3-glucozida; (3) cianidin 3-arabinozida.
Antocianii individuali prezinta variatii asemanatoare cu TAC. Dupad cum se poate

observa din figurile 5.4, antocianii individuali prezintd un comportament diferit in functie de

conditiile de depozitare.
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Figura 5.4. Variatii ale antocianilor individuali in gemul preparat cu fructoza: (a)-frigider;
(b)-lumina; (c)-intuneric.
¢) Capacitatea antioxidanta (AC)

AC este direct corelata cu degradarea antocianilor, polifenolilor si a altor
fitocompusi cu proprietati antioxidante. O tendintd de scadere a AC a fost observata in
cazul tuturor gemurilor, indiferent de conditiile de depozitare (Figura 5.6). Nu s-au
observat scaderi semnificative ale AC in primele 60 de zile de pastrare la frigider, aceasta
tendinta observandu-se doar dupa 180 de zile. Acest fapt arata ca in timp indelungat, este

afectata stabilitatea compusilor antioxidanti.
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Figura 5.6. Modificari ale AC pe parcursul a 180 de zile: (a) frigider, (b) lumina si (c)
intuneric; (1-zahar; 2-fructoza, 3-eritritol; 4-zahar brun; 5- zahar de cocos; 6-Stevie; 7-

zaharind).

d) Zaharuri reducatoare

Comportamentul zaharurilor in timp reprezinta un factor important in evaluarea
calitatatii alimentelor procesate, deoarece acesti compusi actioneazd ca niste conservanti
naturali, influentandu-le aroma (Sutwal si colab., 2019). Astfel, monitorizarea procesului de
reducere a zaharurilor este importanta din punct de vedere industrial. Concentratia de
zaharuri reducatoare inainte de depozitarea gemurilor pe o perioada de 180 de zile a variat
intre 95,1 mg/g in cazul gemului pe baza de eritritol si 415 mg/g in cazul gemului pe baza de
fructoza. Pe parcursul celor 180 de zile, continutul de zaharuri reducatoare a crescut in toate

cazurile, cea mai mare crestere fiind observata in cazul gemului preparat cu zahar alb.
5.3.2 Analiza cinetica

In cazul vitaminei C, modelul cinetic de ordinul doi descrie cel mai bine
mecanismul de degradare al acestui fitocompus din gemurile de merisoare (R? = 0,91-
0,99). Parametri cinetici determinati pentru degradarea vitaminei C pe parcursul celor 180
de zile sunt prezentati in Tabelul 5.3. Tn ceea ce priveste antocianii, degradarea acestora
este descrisi un model cinetic de ordinul intdi (R?* = 0,97-0,99) (Tabelul 5.3), aceste
rezultate fiind in concordanta cu cele obtinute de alti autori (Benedek si colab., 2020;
Moldovan si colab., 2020; Hou si colab., 2013). TAC prezinta cea mai mare stabilitate in

gemurile preparate cu fructoza, zahar brun si zahar alb, pastrate la frigider.
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Tabelul 5.3. Parametri cinetici pentru procesul de degradare al vitaminei C si TAC din
gemurile de merisoare: frigider (a), lumina (b) si intuneric (c). Constantele de viteza sunt

exprimate ca k-10 3 (zi ) iar valorile timpului de injumdtitire (t1/2) sunt exprimate in zile.

Proba Vitamina C TAC

A b c A b C

K | ti k | tie k [t | K |t kK | tiwe kK | tie

Gem1 | 0,43 | 180 | 1,68 | 46,3 | 0,52 | 150 | 3.37 | 206 | 22,1 | 31,4 | 10,7 | 64,8

Gem2 | 0,16 | 467 | 0,64 | 117 | 0,23 | 325 | 2,54 | 273 | 24,7 | 28,0 | 12,7 | 54,5

Gem3 | 1,08 | 93,4 | 3,93 | 25,7 | 1,49 | 67,7 | 8,55 | 81.1 | 30,0 | 23,1 | 9,55 | 72,6

Gem4 | 0,82 (975 |1,72 | 465|098 | 81,6 | 2,35 | 295 | 24,1 | 28,8 | 9,67 | 71,7

Gem5 | 0,20 | 485 | 0,74 | 131 | 0,39 | 249 | 6,89 | 101 | 46,7 | 14,8 | 35,8 | 19,4

Gem®6 | 0,11 | 586 | 0,37 | 174 | 0,34 | 190 | 4,75 | 146 | 29,9 | 23,2 | 7,83 | 88,5

Gem?7 | 0,59 | 124 | 2,81 | 26,2 | 2,21 | 33,3 | 4.43 | 156 | 34,5| 20,1 | 11,8 | 58,6

In ceea ce priveste TPC, degradarea acestora este descrisa de un model cinetic de
ordinul doi (R 2 = 0,89-0,99), iar degradarea compusilor antioxidanti de un model cinetic
de ordinul doi (R 2 = 0,93-0,99). In prezenta fructozei, zaharului de cocos si steviei,
compusii antioxidanti prezintd cea mai mica vitezd de degradare. Pe de alta parte,
eritritolul, zaharoza si zaharul brun accelereazd procesul de degradare. Stabilitatea
antioxidantilor in prezenta fructozei si a zahdrului de cocos este de 5,60 ori, respectiv de
4,00 ori mai mare decat cea observata in prezenta eritritolului.

In ceea ce priveste zaharurile reducitoare, aceste substante se acumuleaza in timp.
Acumularea de zaharuri reducatoare pe parcursul celor 180 de zile este descrisa de modelul
cinetic de ordinul zero (R? = 0,85-0,99). Aceste rezultate sunt in concordanti cu rezultatele

raportate de alti autori (Mane si colab., 2011).
5.3.3 Analiza statistica

Analiza factoriala (FA) a fost aplicata pentru a identifica modele specifice in viteza
de degradare a parametrilor determinati pe parcursul celor 180 de zile de. FA efectuata pe
componentele principale (PC) aratd ca probele de gemuri studiate sunt descrise
aproximativ 92,15% - 93,19% de TPC, AC si zaharuri reducitoare. S-a constatat ca

zaharoza si eritritolul au un efect negativ similar asupra TPC si AC (Figura 5.9).
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Figura 5.9 . Clasificarea probelor de gem pastrate la frigider pe baza variatiei parametrilor

Adaosul de fructoza si zahar brun aratd un efect similar in scaderea TPC si AC al
gemurilor in timp. Adaosul de zahar de cocos si stevie prezinta un efect contrar. Se poate

observa din Figura 5.9 cad adaugarea de stevie are un efect pozitiv asupra degradarii TAC si

Gemurile preparate cu eritritol si zahar de cocos sunt asociate cu un continut mai

scazut de vitamina C la lumina. Gemul preparat cu stevie prezinta un comportament diferit



fata de celelalte probe, indicand ca acest indulcitor afecteaza procesul de degradare urmand
un mecanism diferit.

Din reprezentarea factorilor care descriu viteza de degradare (Figura 5.12), se poate
observa ca adaugarea de indulcitori precum stevia si fructoza scad degradarea compusilor
antioxidanti, vitamina C si TAC. Deoarece stevia si fructoza sunt indulcitori nesintetici
care poseda proprietati benefice pentru sanatate (Heacock si colab., 2002 ), incorporarea
lor in produse alimentare precum gemurile este benefica in furnizarea de produse cu
valoare nutritiva ridicata. Pe de alta parte, eritritolul accelereaza degradarea fitocompusilor

din gemurile de merisoare.
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Figura 5.12 . Clasificarea probelor de gem in functie de viteza de degradare: 1-zaharoza;

2-fructoza, 3-eritritol; 4-zahar brun; 5-zahar de cocos; 6-stevia; 7-zaharina.

Tn concluzie, degradarea vitaminei C este descrisa de un model cinetic de ordinul
doi, in timp ce TAC de un model cinetic de ordinul intai. Degradarea TPC si a compusilor
antioxidanti este descrisa de un model cinetic de ordinul doi. Acumularea de zaharuri
reducatoare a fost mai mica in prezenta eritritolului, steviei si zaharinei, ceea ce indica
faptul ca acesti indulcitori sunt mai potriviti pentru prepararea gemurilor in cazul
pacientilor cu diabet. Vitamina C se degradeaza cel mai repede in prezenta eritritolului.
Fructoza incetineste viteza de degradare a antioxidantilor. Acest capitol ofera informatii

importante pentru industria alimentara.
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6 . Efectul indulcitorilor asupra proprietatilor fizico-chimice si a

bioaccesibilititii fitocompusilor din gemurile de merisoare®

Acest capitol prezintd influenta indulcitorilor (zaharoza, fructoza, eritritol, zahar brun,
zahdr de cocos, stevie si zaharind) asupra aciditatii titrabile (TA) si continutului total de
solide (TSS). De asemenea, se prezinta si efectul acestor 1indulcitori asupra
bioaccesibilitatii vitaminei C, antocianilor si capacitatii antioxidante (AC) a gemurilor de
merisoare prin simularea digestiei gastrointestinale in vitro. Substituirea zaharului din
gemuri reprezinta 0 provocare in ceea ce priveste proprietatile fizico-chimice si senzoriale.
In plus, indulcitorii pot influenta eliberarea fitocompusilor si Tn acest fel, bioaccesibilitatea

acestora.

6.3.1 Aciditatea titrabila (TA)

Valorile TA ale probelor de gemuri obtinute pe parcursul a 60 de zile sunt
prezentate in Tabelul 6.1. Aciditatea gemurilor creste in cazul tuturor probelor, indiferent
de temperatura. Determinarea acestui parametru este importanta in evaluarea calitatii
produselor pe bazd de fructe, deoarece aciditatea protejeazd Tmpotriva dezvoltarii

microorganismelor.
6.3.2 Continutul total de solide (TSS)

TSS reprezinta un parametru important in evaluarea calitatii unui gem. Valorile
TSS determinate pe parcursul celor 60 de zile sunt prezentate in Tabelul 6.1. Imediat dupa
preparare, valorile continutului total de solide ale gemurilor de merisoae au fost: 56,2°Brix
(Gem 1), 56,7°Brix (Gem 5), 56,8°Brix (Gem 2 si 3), 57°Brix (Gem 4), in timp ce n cazul
gemurilor 6 si 7, valorile Brix au fost mult mai mici (22 si, respectiv, 21,7°Brix).Se poate
observa ca TSS nu s-a modificat semnificativ dupa 60 de zile. Gemul pe bazad de stevie
prezinta cea mai mare crestere a TSS (3,63%), in timp ce gemul pe baza de fructoza a
prezentat un efect opus (0,18%). Intr-un alt studiu (Muhammad si colab., 2008), a fost
observata o crestere a TSS a gemurilor de mere in timp. Componentele gemurilor ar putea
fi solubilizate in timpul depozitarii acestora si acest fapt poate creste TSS (Muhammad si
colab., 2008).

% Publicat in Scrob si colab., 2021 si Scrob si colab., 2022b
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Tabelul 6.1 Valorile TA si TSS ale probelor de gemuri.

Timp (zile) Aciditate titrabila (%) Continut total de solide (°Bx)
frigider intuneric | lumina frigider intuneric | lumina
Gem1
0 0,161 0,161 0,161 56,2 56,2 56,2
15 0,168 0,168 0,175 56,3 56,4 56,6
30 0,189 0,189 0,192 56,4 56,8 56,8
60 0,192 0,195 0,203 56,5 56,9 56,9
Gem?2
0 0,182 0,182 0,182 56,8 56,8 56,8
15 0,196 0,210 0,224 56,8 56,8 56,9
30 0,245 0,248 0,315 56,8 56,8 57,0
60 0,273 0,280 0,315 56,9 56,9 57,4
Gem3
0 0,168 0,168 0,168 56,9 56,9 56,9
15 0,175 0,175 0,182 43.4 44.3 45.2
30 0,182 0,182 0,196 43.7 44.6 44.8
60 0,203 0,189 0,217 44,0 44,1 442
Gem4
0 0,161 0,161 0,161 57,0 57,0 57,0
15 0,175 0,182 0,280 57,1 57,1 57.3
30 0,189 0,199 0,343 57,2 57,2 57,6
60 0,196 0,210 0,343 57,3 57,3 57,7
Gem5
0 0,175 0,175 0,175 56,7 56,7 56,7
15 0,210 0,217 0,315 56,8 56,8 56,8
30 0,224 0,238 0,332 56,9 56,9 56,9
60 0,252 0,273 0,364 56,9 57,0 57,2
Gem 6
0 0,210 0,210 0,210 22,0 22,0 22,0
15 0,280 0,311 0,343 23,2 23,4 23,4
30 0,287 0,318 0,350 22,8 23,0 22,9
60 0,301 0,343 0,385 22,9 22,9 23,0
Gem7
0 0,210 0,210 0,210 21,7 21,7 21,7
15 0,273 0,273 0,315 21,7 21,7 22,0
30 0,294 0,308 0,322 21,9 21,9 22,0
60 0,301 0,308 0,336 22,1 22,0 22,0
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6.3.3 Proprietati senzoriale

Proprietatile senzoriale, cum ar fi culoarea, gustul, textura si acceptabilitatea
generald au fost evaluate in acest studiu si comparate cu gemul preparat cu zaharoza.
Evaluarea senzoriala indica faptul ca cea mai mare parte de gemuri sunt acceptabile pentru
consum dupa 180 de zile pastrate la frigider (Tabelul 6.2). Gemul pe baza de zahar de
cocos inregistreaza cele mai bune evaluari senzoriale, cu exceptia culorii. Culoarea este un
atribut senzorial important care imbunatateste calitatea unui gem, iar acest gem prezinta
culoare maro inchis, care nu a fost apreciatd de consumatori. Gemurile pe baza de stevie si

zaharina au inregistrat cele mai mari valori pentru acceptabilitatea culorii.

Tabelul 6.2 . Parametri senzoriali ai gemurilor.

Gem 1 2 3 4 5 6 7
Parametru

Culoare 8,60 | 800 | 500 | 860 | 6,20 | 8,80 | 8,80

Gust 780 | 7,00 | 420 | 7,20 | 8,80 | 8,00 | 6,80

Textura 8,80 | 7,40 | 420 | 8,40 | 880 | 8,00 | 8,00

Tartinabilitate 8,80 | 640 | 400 | 860 | 880 | 840 | 8,20

Acceptabilitate generala 820 | 760 | 3,80 | 8,20 | 8,80 | 8,40 | 8,00

6.3.4 Studii de bioaccesibilitate

a) Vitamina C

Inainte de digestie, concentratia de vitamina C din gemurile de merisoare a variat
dupa cum urmeaza: Gem 6 > Gem 7 > Gem 2 > Gem 1 > Gem 4 > Gem 5 > Gem 3
(Tabelul 6.3). Gemul pe baza de stevie prezinta cea mai mare concentratie de vitamina C,
n timp ce gemul preparat cu eritritol are cel mai mic continut de vitamina C.

Continutul de vitamina C a variat Tn timpul digestiei n cazul tuturor gemurilor, cu
valori ale bioaccesibilitatii cuprinse ntre 42,8% 1in cazul gemului pe bazia de zahar de
cocos si 62,9% in cazul gemului pe baza de stevie (Figura 6.2). Efectul protector al steviei
asupra degradarii vitaminei C poate fi corelat cu bioaccesibilitatea ridicata a vitaminei C
(Kroyer, 2010). Nu au fost raportate studii de literaturd cu privire la bioaccesibilitatea

scdzuta a vitaminei C in prezenta zaharului de cocos.
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Figura 6.2 Variatia bioaccesibilitatii (%) vitaminei C in timpul digestiei in vitro a
gemurilor de merisoare. Datele reprezintd valori medii + abaterea standard a trei masuratori
independente. Bioaccesibilitatea initiald determinata in gemurile nedigerate este
considerata 100%. Literele a, b, ¢ reprezinta diferente statistic semnificative intre valorile
obtinute pentru fiecare etapa a digestiei ( p < 0,05). *** p <0,0001, ** p < 0,001, *p <
0,05.

b) TAC si antocianii individuali

Gemurile preparate cu zaharind si stevie prezintd cel mai mare continut de TAC
Tnainte de digestie, in timp ce gemul preparat cu eritritol are cel mai scazut continut de
TAC. Ca si in cazul vitaminei C, TAC este afectat si de digestia in vitro (Figura 6.3).

Antocianii sunt compusi stabili in etapa gastrica, acestia prezentand o bioaccesibilitate
mai mare de 50%. Alti autori (Han si colab., 2019) au raportat un comportament similar al
antocianilor in mediul gastric acid, raportdnd o bioaccesibilitate cuprinsa intre 75-88%.
Stabilitatea ridicata a antocianilor se datoreaza valorii scazute a pH-ului din stomac (David et
al., 2019). O bioaccesibilitate gastrica ridicata este importanta datorita faptului ca antocianii pot
fi absorbiti si prin celulele gastrice (Han et al., 2019), exercitandu-si astfel beneficiile pentru
sanatate fird a fi absorbite intestinal. In prezenta fructozei, antocianii individuali au prezentat
cea mai mare bioaccesibilitate, in timp ce in cazul zaharului de cocos, s-a determinat o
bioaccesibilitate scazuta a antocianilor (Figura 6.5).
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Cianidin -3-galactozida reprezinta antocianul ce se regaseste in proportia cea mai
mare (84,61% din continutul total de antociani). Evaluarea bioaccesibilitatii cianidin-3-
galactozidei este importanta, tinand cont de faptul ca acest fitocompus este unul dintre cei
mai raspanditi antociani cu efecte benefice asupra sanatatii umane.

In ceea ce priveste cianidin-3-arabinozida, cea mai mare bioaccesibilitate se gaseste
in gemul pe baza de fructoza (56,4%), urmat de gemul pe baza de zaharoza (41,8%) si
eritritol (25,9%). Gemul pe baza de zaharina determind cea mai scazuta bioaccesibilitate a
cianidin-3-arabinozidei la sfarsitul digestiei (8,3%).
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Figura 6.5 . Profilele HPLC (532 nm) ale antocianilor din gemul pe baza de fructoza (a) si

zahar de cocos (b) inainte si dupa digestia gastrointestinala in vitro
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c) Capacitatea antioxidanta (AC)

Merisoarele se numara printre fructele cu importante proprietati antioxidante
(Dr6zdz si colab., 2018), iar aceste proprietati se pastreaza si in gemuri. Pentru evaluarea
AC al gemurilor in timpul digestiei, s-au utilizat metodele ABTS si FRAP. Tnainte de
digestie, ACagts al gemurilor prezinta valori de la 66,6 pmol Trolox/g de gem la 109 pmol
Trolox/g de gem, in timp ce ACrrap variaza de la 4,64 mg vit C/g de gem la 9,37 mg vit
Clg de gem. (Tabelul 6.5). Gemul pe baza de stevie prezinta cea mai mare AC indiferent de

metodele folosite, Tn timp ce gemul pe baza de eritritol prezinta un comportament contrar.

Tabelul 6.5. AC ale gemurile de merisoare inainte de digestie

AC aBTs AC rrap
Gemuri de merisoare ] ]
(nmols Trolox/g gem) (mg Vitamina C/g gem)

Gem 1 (zaharoza) 56,2+2,0°* 5,39+0,10¢

Gem 2 (fructoza) 51,4+0,4° 5,64 +0,08°
Gem 3 (eritritol) 453 +27°2 4,64 + 0,02 3¢

Gem 4 (zahar brun) 57,3+6,6 ¢ 5,36 +0,06 ¢
Gem 5 (zahar de cocos) 72,4 +1,3%b 7,82 +0,10 abc
Gem 6 (stevie) 93,8 +1,12b¢ 9,37 + 0,23 abc
Gem 7 (zaharini) 72,1+0,22b 8,85 + 0,68 &PC

Valorile reprezintd media = SD ( n = 3). Indicii (a, b, ¢, d) indica diferente statistic
semnificative (p < 0,05)

Tn urma digestiei gastrice, ACasts scade semnificativ (p < 0,05) in cazul tuturor
gemurilor (Figura 6.6a). Stevia prezintd un efect negativ asupra antioxidantilor care
interactioneazad cu ABTS, prezentdnd un nivel de bioaccesibilitate de 32,8%. Fructoza
prezintd in schimb un efect protector asupra acestui tip de antioxidanti (59,9%). ACasTs
creste semnificativ (p < 0,05) dupa digestie, mai ales in cazul gemului pe baza de stevie.

In ceea ce priveste ACrrap, bioaccesibilitatea compusilor antioxidanti testati prin
aceasta metoda este semnmificativ redusd in urma digestiei gastrice, iar cea mai mare
scadere se poate observa in cazul gemului pe baza de stevie (47,3%). In comparatie cu AC
ABTS gastric , §8Mul pe baza de fructoza are o bioaccesibilitate mai mare la nivel gastric atunci
cand este testatd prin metoda FRAP (90,8%) (Figura 6.6b). Daca in cazul ACagts dupa
digestia Gl nu s-au observat diferente statistic semnificative intre gemuri (p > 0,05),
bioaccesibilitatea antioxidantilor evaluata prin metoda FRAP prezinta un comportament
diferit.
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Figura 6.6. Modificari ale bioaccesibilitatii (%) antioxidantilor prin metoda ABTS (a) si FRAP
(b) in timpul digestiei in vitro a gemurilor de merisoare.

In concluzie, utilizarea indulcitorilor in prepararea gemurilor de merisoare a
determinat obtinerea de produse similare celui preparat in mod conventional cu zaharoza,
cu exceptia gemului preparat cu eritritol. Gemul preparat cu zahar de cocos a primit cele
mai bune evaluari senzoriale, in principal datorita aromei sale distincte. Vitamina C nu a
suferit modificari majore in urma digestiei gastrice (<50%), dar concentratia acesteia a
scazut in urma etapei intestinale. Digestia Gl a dus la o pierdere mare de TAC. Capacitatea
antioxidanta a fost, de asemenea, afectata de digestia simulata. Stevia determina cea mai
mare bioaccesibilitate a vitaminei C. Fructoza determind bioaccesibilitati ridicate ale
antocianilor. Acest studiu Tsi propune sa aduca rezultate noi in dezvoltarea de alimente

functionale.
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7. Efectul indulcitorilor asupra activitatii a-glucozidazei, citotoxicitatii

gemurilor de merisoare si biodisponibilitatii in vivo a antocianilor®

Ultimul capitol al acestei teze cuprinde rezultatele obtinute privind
biodisponibilitatea antocianilor din gemurile de merisoare si efectul indulcitorilor folositi
(zaharoza, fructoza, eritritol, zahdr brun, zahdr de cocos, stevie si zaharind) asupra
absorbtiei acestora. S-a determinat activitatea inhibitorului enzimatic a-glucozidaza,
precum si citotoxicitatea gemurilor asupra celulelor endoteliale umane si a celor
canceroase. Extractele de gem au fost administrate la sobolani prin gavaj si apoi probele de
sénge au fost colectate la 1 ora, 2 ore, 6 ore si 24 ore. Principalii antociani din gemuri
(cianidin 3-galactozida, cianidin 3-glucozida si cianidin 3-arabinozida) au fost determinati
prin cromatografie de lichide de inalta performantd. Gemurile pe bazd de fructoza si stevie
inhiba in proportia cea mai mare activitatea enzimei a-glucozidaza, indicAnd beneficiile
acestora n prevenirea sau controlul diabetului. Toti cei trei antociani sunt absorbiti dupa
administrare si sunt inca detectabili in fluxul sanguin dupd 24 de ore, ardtind o
biodisponibilitate prelungita la sobolani. Intelegerea acestor procese va permite dezvoltarea
unor produse alimentare mai stabile, cu beneficii mari pentru sandtate si pot contribui la

dezvoltarea de noi alimente functionale.

7.3.1 Activitatea inhibitorului enzimatic a-glucozidazd in prezenta gemurilor de

merisoare

Tn acest studiu, s-a determinat gradul de inhibare al o-glucozidazei in prezenta
gemurilor de merisoare. Rezultatele sunt prezentate in Figura 7.1. Concentratia echivalenta
de acarboza (ng/mL) a fost de asemenea determinata pe baza curbei de calibrare. Cea mai
mare valoare a concentratiei echivalente de acarbozd se observd in cazul gemului
neindulcit (132,1ug/mL). Astfel, consumul a 113,5 g de gem neindulcit este echivalent cu
doza zilnica recomandati de acarboza. In cazul gemurilor cu indulcitori, este nevoie de o
doza mai mare: 186,89 gem cu fructoza sau 210,5g gem cu stevie. Jan si colab., (2021) au
raportat rezultate asemanatoare, demonstrand cresterea gradului de inhibare a enzimei in

prezenta steviei, fiind o alternativa excelenta in prevenirea sau controlul diabetului.

5 Articol trimis spre publicare
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Figura 7.1 Inhibarea enzimei a-glucozidaza in prezenta gemurilor de merigoare.

7.3.2 Citotoxicitatea si viabilitatea celulara in celulele normale si canceroase CaCo-2

Studiile de citotoxicitate au fost efectuate pe celule fibroblaste umane normale (BJ)
si pe celule canceroase de colon (Caco-2) (Figura 7.2). Atéat celulele normale, cét si cele
canceroase au fost expuse la concentratii cuprinse intre 12,5 — 200 pg/mL extract de gem.
S-au determinat diferente semnificative intre celulele normale si cele canceroase (p <
0,05). Extractele de gem nu prezinta efecte citotoxice asupra celulelor fibroblastice
normale, indiferent de indulcitorul utilizat in formularea gemului (viabilitatea celulard >
70% pentru toate celulele tratate) si indiferent de concentratia utilizata.

Celulele canceroase de colon au prezentat o vulnerabilitate mai mare decét celulele
normale, viabilitatea celulara fiind mai mica de 70% in cazul tuturor gemurilor, cu exceptia
zaharului de cocos si @ gemului pe baza de stevie. Viabilitatea celulelor canceroase de
colon este mai micd de 70% doar la concentratii mai mici (12,5-25pg/mL), cu exceptia
gemului pe baza de zaharina si a gemului neindulcit, unde viabilitatea celulelor a fost mai
mica de 70% intr-un interval mai mare de concentratii (12,5-50pug/mL). ). Cel mai mare
grad de inhibare al viabilitatii celulelor canceroase poate fi observat la gemul pe baza de

zaharina (Figura 7.2), dar nu la concentratii mari (100 - 200 pg/mL).
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Figura 7.2 Viabilitatea celulara: gemuri 1-4 (a) si gemuri 5-8 (b) (Fb-celule normale

fibroblaste, Caco-2-celule cancerose).
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Figura 7.3 Concentratiile plasmatice de antociani la sobolani dupa administrarea gemurilor de merisoare . Cy-3-gal: cianidin-3-galactozida; Cy-

3-glu: cianidin-3-glucozida; Cy-3-ara: cianidin-3-arabinozida.
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7.3.3 Biodisponibilitatea in vivo a antocianilor din gemurile de merisoare

Pentru a intelege mai bine modul de actiune al antocianilor in organism, este
important sd se cunoasca daca toatd cantitatea ingeratd este absorbitd. Desi
bioaccesibilitatea antocianilor a fost studiata de-a lungul timpului (Scrob si colab., 2022),
biodisponibilitatea si absorbtia acestora este mai putin cunoscuta.

Concentratiile plasmatice ale celor trei antociani la 1, 2, 6 si 24 de ore dupa
administrare sunt prezentate in Figura 7.3.

La numai 1 ora dupa administrare, profilul HPLC al antocianilor este similar cu cel
de dinainte de digestie, indicand faptul ca antocianii sunt intact absorbiti. Talavera si colab.,
(2003) nu au raportat prezenta metabolitilor antocianilor, sugerand ca acestia sunt absorbiti
nemetabolizati. In acest studiu, viteza de absorbtie a antocianilor in singe variaz in functie
de tipul indulcitorului folosit in prepararea gemurilor. Acest fapt indicd influenta
indulcitorului asupra absorbtiei antocianilor. Toti antocianii sunt detectati in fluxul sanguin si
dupd 24 de ore, indicand o biodisponibilitate prelungita la sobolani.

Tn cazul gemurilor preparate cu zahar alb, stevie si zaharind, antocianii se absorb
rapid, atingand nivelul maxim la 1-2h dupa administrare (Figura 7.3). Ichiyanagi si colab.,
(2006) sugereaza ca absorbtia rapida a antocianilor se datoreaza capacitatii lor de a trece
prin mucoasa gastrici. In cazul gemurilor pe bazi de fructozi si zahar brun, antocianii au
atins nivelul maxim la 6 ore de la ingerare, ceea ce indica faptul ca acesti indulcitori ar
putea incetini absorbtia antocianilor.

In cazul gemului pe baza de zahar de cocos, cei trei antociani au aparut in
concentratic mare in fluxul sanguin dupa numai 1 ord, si-au mentinut concentratia
constantd si apoi au ajuns la o concentratie maxima la 24 de ore. Astfel, aparitia
antocianilor in plasma depinde de componenta matricii solide. Tntr-un studiu realizat pe
afine (Lehtonen si colab., 2009), antocianii sunt absorbiti mult mai lent. Din aceste
rezultate, se poate concluziona ca absorbtia antocianilor depinde de sursa de provenienta si
de interactiunea cu alti compusi, cum ar fi indulcitorii.

Biodisponibilitatea antocianilor exprimata sub forma de procente este prezentata n

Tabelul 7.1. Biodisponibilitatea calculatd variazad de la 4,85 la 32,7%.
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Tabelul 7.1 Biodisponibilitatea (%) antocianilor in plasma sobolanilor la 1-24 ore dupa

administrarea gemurilor de merigoare

Antociani Biodisponibilitate (%0)
Geml | Gem2 | Gem3 |Gem4 | Gem5 | Gem6 | Gem7

1h

Cy-3-gal 15,2 8,10 28,3 4,91 28,1 28,0 20,3

Cy-3-glu 12,4 8,21 26,1 530 | 29,1 | 238 | 22,6

Cy-3-ara 15,5 7,11 27,9 5,11 28,5 29,1 20,6
2h

Cy-3-gal 20,9 10,0 20,9 12,7 27,0 27,8 20,0

Cy-3-glu 18,0 10,2 17,8 14,9 28,0 28,7 22,8

Cy-3-ara 21,6 9,01 21,7 14,4 28,0 29,7 20,3
6h

Cy-3-gal 11,9 13,8 10,7 21,4 26,9 21,8 18,3

Cy-3-glu 9,11 15,3 9,28 23,0 27,3 16,9 20,3

Cy-3-ara 12,1 13,1 11,5 22,3 28,0 22,4 18,5
24h

Cy-3-gal 12,1 11,6 12,1 8,81 30,8 25,6 15,7

Cy-3-glu 9,80 14,6 9,71 10,9 32,0 22,8 17,1

Cy-3-ara 12,9 12,0 12,8 9,90 32,7 28,8 15,7

In concluzie, acest studiu descrie influenta indulcitorilor asupra stabilitatii si
biodisponibilitatii in vivo a antocianilor din gemurile de merisoare. Mai mult, aceasta
cercetare aduce rezultate importante cu privire la interactiunea a doua linii celulare umane
cu extractele de gemuri, precum si impactul acestora asupra enzimei o-glucozidaza.
Biodisponibilitatea si absorbtia antocianilor depinde n principal de indulcitorii utilizati in
prepararea gemului. Cea mai mare biodisponibilitate a antocianilor a fost observatd in
prezenta zaharului de cocos. Stevia este indulcitorul care favorizeaza inhibarea enzimei a-
glucozidaza. Gemurile nu actioneazd asupra celulelor fibroblaste normale, 1nsd inhiba
activitatea celulelor cancerosase. Inhibarea celulelor canceroase a fost influentatd in mare
masurd de doza administratd de extract, dar si de tipul de indulcitor utilizat In formularea
gemului. Rezultatele obtinute in acest studiu reprezinta o baza in dezvoltarea unor produse

alimentare stabile, cu beneficii pentru sanatate.

56



Concluzii generale

Aceastd teza descrie bioaccesibilitatea si biodisponibilitatea unor fitocompusi din
fructe si legume, in vederea evaluarii proprietatilor acestora dupa procesul de digestie.
Principalii fitocompusi studiati au fost clorofilele, carotenoidele, polifenolii (in special
antociani), vitamina C, zaharuri, dar si minerale. Digestia s-a realizat atat prin metode in
vitro cat si in vivo. De asemenea, teza cuprinde si aspecte importante cu privire la
prepararea si depozitarea optima a gemurilor de merisoare, ca 0 perspectiva pentru
dezvoltarea de noi alimente functionale.

In urma digestiei simulate in vitro realizata la brocoli ( Brassica oleracea ), s-a
constatat o scidere semnificativa a clorofilelor si carotenoidelor. Tn cazul continutului total
de polifenoli, s-a observat o stabilitate mai mare in timpul digestiei, indicand faptul ca
acesti compusi pot fi absorbiti mai bine decit carotenoidele si clorofilele. Tn plus, s-a
demonstrat ca extractia clorofilelor si carotenoidelor este descrisa de un model cinetic de
ordinul doi, iar extractia cu etanol la 30°C a fost cea mai eficienta.

S-a analizat continutul total de elemente esentiale (Na, K, Mg, Ca, Fe, Mn, Cu si
Zn) din diferite fructe uscate, precum si bioaccesibilitatea acestora. Fructele uscate studiate
reprezinta o sursa bund de minerale precum Na, K, Mg, Fe, Mn si Cu, prezentand niveluri
dupa digestie. De asemenea, s-a demonstrat cd fructele uscate nu prezinta potential risc
cancerigen (THQ < 1). Prunele, nuca de cocos, bananele uscate si stafidele reprezinta surse
importante de polifenoli, cu o bioaccesibilitate ridicata dupa digestie. Mai mult, capacitatea
antioxidanta a crescut in urma simularii digestiei Tn cazul majoritatii fructelor uscate,
indicand importanta consumului acestora in prevenirea unor boli corelate cu stresul
oxidativ.

Pentru a evalua efectul matricii alimentare asupra stabilitatii in timp si a
zahdr alb, fructoza, eritritol, zahdr brun, zahar de cocos, stevie si zaharina. Utilizarea
indulcitorilor nu a modificat proprietatile senzoriale ale gemurilor, cu exceptia gemului
preparat cu eritritol. Degradarea in timp a vitaminei C din gemuri este descrisa de un
model cinetic de ordinul doi, in timp ce TAC de un model cinetic de ordinul ntai.

Degradarea polifenolilor este cel mai bine descrisa de un model cinetic de ordinul doi.
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Stabilitatea fitocompusilor a fost influentata in mare masura de tipul de indulcitor
utilizat in prepararea gemului. Eritritolul a determinat cea mai pronuntatd degradare a
vitaminei C si a antocianilor. Antocianii s-au pastrat cel mai bine in timp in prezenta
fructozei. Tn ceea ce priveste capacitatea antioxidanti, fructoza incetineste viteza de
degradare a antioxidantilor. Un efect contrar s-a observat in cazul eritritolului. Zaharul de
cocos a scazut viteza de degradare a polifenolilor si a vitaminei C.

Tn urma digestiei in vitro gastrointestinale a gemurilor, concentratia vitaminei C a
scazut semnificativ dupd etapa intestinald. Desi antocianii sunt stabili la nivel gastric,
continutul lor a scazut la finalul digestiei. Capacitatea antioxidanta testata prin ABTS a fost
mai mare dupa faza GI decat dupa faza gastrica, ceea ce indica faptul ca antioxidantii sunt
eliberati progresiv din matricea alimentard. Pe de alta parte, capacitatea antioxidanta
determinata prin FRAP a scazut in cazul tuturor probelor dupa ectapa de digestie GI.
Vitamina C a avut cea mai mare bioaccesibilitate in gemul pe baza de stevie, in timp ce
fructoza a avut un efect pozitiv asupra antocianilor in timpul digestiei. Capacitatea
antioxidanta a prezentat valori mari ale bioaccesibilitatii in prezenta steviei, fructozei si
zaharului de cocos.

Ultima parte a acestei teze descrie efectul indulcitorilor asupra biodisponibilitatii in
vivo a antocianilor din gemurile de merigoare. Mai mult, aceastd cercetare aduce rezultate
importante cu privire la interactiunea a doud linii celulare umane cu extractele de gemuri,
precum si impactul acestora asupra enzimei a-glucozidaza. Biodisponibilitatea si absorbtia
antocianilor depinde in principal de Tndulcitorii utilizati in prepararea gemului. Cea mai
mare biodisponibilitate a antocianilor a fost observata in prezenta zaharului de cocos.
Glucozidele au fost absorbite mai eficient decat galactozidele Tn majoritatea cazurilor.
Stevia este indulcitorul care a favorizat inhibarea enzimei a-glucozidaza. Gemurile nu au
avut actiune asupra celulelor fibroblaste normale, insa au inhibat activitatea celulelor
canceroase. Inhibarea celulelor canceroase a fost influentatd In mare masurda de doza
administratd de extract, dar si de tipul de indulcitor utilizat in prepararea gemului.
Rezultatele obtinute in acest studiu reprezintd o baza in dezvoltarea unor produse

alimentare stabile si functionale.
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