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Introducere

Interesul tot mai accentuat al consumatorilor fatd de alimentatia sanatoasa a
evidentiat necesitatea dezvoltarii produselor alimentare functionale cu beneficii pentru
sdnatate. Prin urmare, consumatorii sunt din ce in ce mai dornici sa cumpere alimente
care, sa le satisfacd nevoile nutritionale de baza, adica furnizarea de carbohidrati,
proteine si grasimi, dar mai ales alimente care au efecte documentate in ceea ce priveste
imbunatatirea starii lor de bine, a sdnatatii si a reducerii riscului de imbolnavire. Astfel
de alimente sunt denumite alimente functionale sau imbogatite (Piechowiak si colab.,
2023).

Utilizarea materiilor prime pentru obtinerea extractelor din lastarii de conifere,
pot contribui la dezvoltarea unui sector alimentar functional. Alimentele imbogatite cu
ingrediente care contin fitochimicale active permit reducerea incidentei bolilor, un
factor extrem de important (Dziedzinski et al., 2020).

O abordare inovatoare in valorificarea materialului vegetal pentru alimente
functionale constd 1n integrarea acestor extracte in produse deja recunoscute pentru
proprietatile lor benefice.

Mierea de albine este unul dintre cele mai complexe produse naturale, in
continutul sau au fost gasite peste patru sute de componente diferite (Lazarieva et al,,
2021). Este valorificatd pentru valoarea nutritiva ridicata si pentru proprietatile
medicinale. Cei mai comuni compusi bioactivi raportati in miere sunt flavonoidele si
acizii fenolici. Datorita valorii sale terapeutice, mierea este utilizatd ca ingredient
essential, diversitatea compozitiilor fitochimice specifice ale mierii, furnizeaza molecule
bioactive valoroase care sa fie utilizate in tratamentul diferitelor tipuri de cancer si al
infectiilor cu bacterii. (Hamadou et al., 2022; Waheed et al,, 2019).

Utilizarea mugurilor de Pinus sylvestris L. a dobandit interes comercial datorita
continutului lor ridicat de polifenoli care este valoros pentru proprietatile sale
antioxidante, antiinflamatoare si antimicrobiene in nutraceutice, alimente si produse
cosmetice (Papp etal,, 2022; Semeniuc et al., 2016).

Recent, cercetdtorii au explorat Incorporarea elementelor de pin in alimente
fortificate cum ar fi kefirul si berea, rezultand produse cu capacitate antioxidanta sporita
stabilitate la depozitare si calitate superioara (Hamad et al., 2019). Acele de pin contin
antioxidanti, care au efecte anticancerigene si proprietati de detoxifiere, ajutand la
eliminarea metalelor grele, prezinta efecte antibacteriene, antiinflamatorii si
imbunatatesc metabolismul lipidic seric(Penkina et al.,, 2017). De asemenea prezinta
efecte citotoxice si inhiba radicalii liberi. Datorita proprietatilor antioxidante, extractele
de pin sunt utilizate In sapunuri, uleiuri esentiale, remedii pentru mahmureala si bauturi
sdnatoase (Graikou et al,, 2012; Kim et al,, 2017; Sawant et al.,2023).
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Scopul acestei teze este evaluarea principalilor compusi biochimici din mugurii
de pin (Pinus sylvestris L.) extrasi prin macerarea acestora In diferite stadii de dezvoltare
si realizarea unor alimente functionale.

Pentru realizarea scopului propus in cadrul tezei de doctorat, au fost abordate
patru directii majore de cercetare, stabilite ca si obiective ale prezentei teze:

- Evaluarea indicatorilor fizico - chimici ai extractelor obtinute din mugurii de
Pinus sylvestris L. in trei stadii de dezvoltare;

- Evaluarea proprietdtilor antioxidante si a continutului de polifenoli din
extractul de muguri de Pinus sylvestris L. si din produsele obtinute, prin tehnici
spectrofotometrice si tehnici avansate (HPLC si FT- IR);

- Fortificarea produselor alimentare, jeleu si miere, cu compusi biologic activi din
muguri de Pinus sylvestris L. In diferite stadii de dezvoltare;

- Evaluarea perceptiei consumatorilor privind produsele obtinute.

Aceasta lucrare stiintifica este structurata in doua parti principale, stadiul actual
al cunoasterii care cuprinde un amplu studiu din literature de specialitate si partea a
doua cercetdrile proprii care cuprinde detalierea metodelor, rezultatele obtinute si
interpretarea acestora pentru cele doua studii.

Studiul I: Influenta stadiilor de dezvoltare asupra acumularii compusilor fenolici
si a capacitatii antioxidante, din extract de muguri de Pinus sylvestris L. Si jeleu
obtinut din acestia

Jeleul este un produs frecvent consumat, in special in randul persoanelor sub 17
ani, datorita texturii sale organice si masticabile, precum si a varietatii sale de arome
fructate (Figueroa & Genovese, 2019; Mazur et al., 2018).

Cu toate acestea, continutul ridicat de zahar si valoarea nutritiva limitata a
jeleurilor conventionale prezinta riscuri pentru sanatate, cum ar fi cariile dentare,
obezitatea si hiperglicemia (Ben Rejeb et al, 2020). Transformarea jeleului Intr-o
optiune mai sanatoasa se poate realiza prin reducerea sau eliminarea continutului de
zahar sau inlocuirea zaharurilor cu indulcitori naturali, cum ar fi sucul de fructe
concentrat. in plus, imbogitirea jeleului cu compusi bioactivi specifici 1i poate spori
functionalitatea si poate oferi beneficii pentru sanatate (Moura et al., 2019a; Miranda et
al., 2020). Dezvoltarea produselor imbogatite cu ingrediente naturale este vitald pentru
cresterea industriei alimentare, in special in regiunile in curs de dezvoltare.

Obiectivul acestui studiu a fost de a evalua indicatorii fizico - chimci, proprietatile
antioxidante si continutul de polifenoli prin tehnici spectrofotometrice si tehnici
avansate (HPLC si FT- IR) al extractului de muguri de Pinus sylvestris L. si al produselor
obtinute in trei stadii de dezvoltare al mugurilor, precum si fortificarea compusilor
biologic activi 1n jeleu si evaluarea perceptiei consumatorilor privind jeleul obtinut.
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Aciditatea totala a prezentat o crestere constanta de-a lungul etapelor de
dezvoltare a mugurilor de pin, stadiul 11l al mugurilor (0,22%) prezentand cea mai mare
aciditate. Aceasta crestere a aciditatii pe masura ce mugurii se maturizeaza a fost in
concordanta cu schimbarile metabolice care au avut loc in timpul cresterii plantelor,
probabil din cauza acumularii de acizi organici. Aceasta tendinta a continuat in probele
de jeleu, unde jeleul obtinut cu mugurii din stadiul III a prezentat cea mai mare aciditate.

Continutul de substanta uscata a variat, de asemenea, in mod semnificativ intre
diferitele etape. Extractele de muguri de pin din stadiul III au avut cel mai mare continut
de substanta uscata (31,6%). Aceasta crestere a continutului de substanta uscata a
indicat o reducere a continutului de apa pe masura ce mugurii de pin se maturizeazi. In
mod similar, in jeleurile corespunzatoare, continutul substantei uscate a crescut pe
masura ce dezvoltarea mugurilor avansa, jeleul din mugurii din stadiul III avand cel mai
ridicat continut de substanta uscata (79,5%). Continutul mai ridicat de substanta uscata
in jeleu din stadiul Il sugereaza o rezistenta microbiand mai buna, deoarece umiditatea
mai scazutd a redus de obicei potentialul de crestere microbiana si de alterare. Aceste
constatari au fost in concordanta cu literatura de specialitate privind rolul continutului
de umiditate in conservarea produselor alimentare.

Continutul de cenusa, care reprezinta continutul mineral al probelor, a prezentat,
de asemenea, variatii semnificative intre etape. Extractele de muguri de pin din stadiul
Il au avut cel mai mare continut de cenusa (0,05%), in timp ce stadiul I a avut cel mai
mic continut (0,019%). In probele de jeleu, cel mai mare continut de cenus a fost gésita
in jeleul obtinut din muguri din stadiul II (0,094%), in timp ce jeleul din stadiul IIl a avut
cel mai scazut continut (0,075%). Aceste diferente au sugerat cd maturizarea ar fi putut
duce la acumularea anumitor minerale In muguri, care au fost apoi transferate in jeleu.

Studiul a evidentiat variatii semnificative ale continutului de polifenoli si ale
potentialului antioxidant al extractelor de muguri de pin si al jeleului fortificat in diferite
stadii de dezvoltare. Continutul de polifenoli a prezentat o crestere statistic semnificativ
pe masura ce mugurii se dezvoltau din stadiul I in stadiul II, atingand nivelul maxim de
312,2 mg GAE/100 g in stadiul II. Cu toate acestea, extractele din stadiul Il au prezentat
o scadere accentuatd, Inregistrand cel mai scazut continut de polifenoli. Acest declin in
stadiul III se poate datora schimbarilor metabolice sau la epuizarea compusilor fenolici
in timpul maturizarii avansate.

Mugurii din stadiul II au prezentat cea mai mare capacitate antioxidanta (94,9%).
Aceste constatari subliniaza importanta mugurilor din stadiul II ca sursa superioara de
polifenoli si potential antioxidant intre cele trei etape.

Pentru probele de jeleu, continutul de polifenoli a fost semnificativ mai scazut
decat cel detectat in extractele brute, probabil din cauza prelucrarii termice implicate in
producerea jeleului. Etapa II a prezentat cel mai mare continut de polifenoli (114,4 mg
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GAE/100 g), O tendintda similara a fost observata In ceea ce priveste potentialul
antioxidant, jeleul din stadiul II prezentiand cel mai mare DPPH FRSA (16,4%), In timp
cejeleul din etapa a Il a prezentat cel mai scazut (10,9%), marginal mai mica decatjeleul
din etapa .

Capacitatea antioxidantd a extractelor de muguri de pin a scazut pe masura ce
mugurii au ajuns la maturitate, de la stadiul II la stadiul 111, stadiul II prezentand cea mai
mare activitate (94,9%), iar extractele din stadiul III cea mai scazuta (76,8%).

Extractele din stadiul I au prezentat un potential antioxidant intermediar
(82,6%). Aceasta tendintd sugereaza ca mugurii din stadiul II sunt cea mai puternica
sursa de antioxidanti, posibil datorita acumularii lor maxime de compusi fenolici si
flavonoizi.

In schimb, potentialul antioxidant al jeleului a fost semnificativ mai mic decat cel
al extractelor corespunzatoare In toate stadiile. Dintre probele de jeleu, jeleul din stadiul
Il a demonstrat cea mai mare DPPH FRSA (16,4%), urmata de jeleul din stadiul III
(10,9%) si jeleul din stadiul I (10.7%). Reducerea drasticd a potentialului antioxidant in
timpul prepararii jeleului poate fi atribuit la degradarea compusilor antioxidanti, cum
ar fi compusii fenolici si flavonoide, ca urmare a expunerii la temperaturi ridicate si a
modificarilor pH-ului In timpul procesarii.

Analiza corelatiei Pearson a evidentiat corelatii pozitiv semnificative (p < 0,05)
intre diferitele proprietati fizico-chimice ale extractelor de muguri de pin si ale jeleului.
in special, a fost observati o corelatie pozitivd puternica intre stadiile de dezvoltare ale
extractului de muguri de pin si aciditatea decoctului (r2 = 0,94). In plus, continutul de
polifenoli din extractul de muguri de pin a fost strans legat de capacitatea antioxidanta
(r2=0,94).

S-a observat o corelatie pozitiva puternica (r2 = 0,96) intre continutul de
polifenoli din jeleul de muguri de pin si capacitatea sa antioxidanta. Aceasta constatare
este In concordanta cu studiul (Ben Rejeb et al., 2020), care a raportat o asociere pozitiv
semnificativa intre potentialul si continutul de polifenoli din sucul de citrice.

Acest studiu a identificat 14 compusi fenolici in mugurii Pinus sylvestris L. folosind
HPLC-DAD-ESI-MS. Profilul fenolic a prezentat variatii in functie de stadiu, mugurii de
pin din stadiul Il continand cele mai mari concentratii ale majoritatii compusilor fenolici,
cum ar fi acidul 4-hidroxibenzoic (820,5 *+ 5,8 pg/g DW) si acid clorogenic (512,1 * 4,5
pg/g DW), urmate de reduceri semnificative in stadiul III.

Spectrele FT-IR ale mugurilor de Pinus sylvestris L. din stadiile de dezvoltare I, Il
si IlIl, precum si cel al jeleului obtinut din extracte, au confirmat prezenta unor compusi
semnificativi precum acizi fenolici, flavonoide, catechine, epicatechine, procianidine,
acizi organici si carbohidrati. Desi toate probele au prezentat o amprenta spectrala
comparabild, s-au observat diferente distincte intre stadiile de dezvoltare si jeleul
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obtinut, indicand variatii in acumularea de compusi bioactivi in timpul maturizarii si
prelucrarii.

Toate probele supuse analizei senzoriale au fost acceptate de catre evaluatori,
proba preferata fiind jeleul cu extract de muguri de pin in stadiul IL.

Studiul II: Influenta capacitatii antioxidante si a continutului de polifenoli asupra
mierii de salcam si poliflora cu extract din muguri de pin

In ciuda proprietitilor nutritionale si medicinale bine documentate ale mierii,
putine cercetdri au explorat imbunatatirea acesteia prin fortificare cu extracte derivate
din plante, in special extracte din muguri de pin in diferite etape de dezvoltare.

Obiectivul acestui studiu este de a analiza modul 1n care fortificarea influenteaza
parametrii cheie ai mierii, inclusiv umiditatea, activitatea antioxidanta, continutul
polifenolic total, culoarea, precum si evaluarea perceptiei consumatorilor privind
obtinerea mierii fortificate. Noutatea constd in stabilirea unor corelatii specifice
etapelor intre fortificare si Imbunatdtirea calitatii mierii, oferind perspective in
optimizarea produselor alimentare functionale.

Mierea de salcim a avut un continut de umiditate variind de la 5,80 la 17,5%, cu
cel mai ridicat nivel observat in mierea de salcam fortificata cu extract de muguri de pin
in stadiul III. Mierea poliflora are un continut mai mare de substanta uscata (%) in
comparatie cu mierea de salcam.

In cazul fortificarii mierii de salcAm, cel mai ridicat continut de polifenoli a fost
observat in AHS1 la 247 + 0,04 mg GAE/ 100 g, in timp ce mierea poliflora fortificata cu
extract de pin in stadiul Il de dezvoltare a prezentat un continut mai ridicat de polifenoli
232,9+0,9 mg GAE/100 g Valoarea DPPH al mierii de salcadm a fost cel mai ridicat atunci
cand a fost fortificata cu extract de muguri de pin la stadiul Il de dezvoltare.

Culoarea probelor de miere a fost cuantificatd in timpul perioadei de studiu.
Rezultatele au aratat ca, pe parcursul procesului de fortificare mierea de salcim a
pastrat o culoare deschisa (L*) variind de la 40,03+0,32e 1a 41,16+0,33f.

Mierea poliflora a prezentat unele variatii ale valorilor ,L*” si s-a observat ca s- a
intunecat in timpul fortificarii. Mierea poliflora a avut valori mai ridicate a*, In special in
PHS2 si PHS3, indicand o culoare rosiatica dupa fortificare.

Analiza FT-IR a evidentiat modele de absorbtie atat in mierea de salcam si in cea
poliflord, indicand prezenta apei, a carbohidratilor si a compusilor organici tipici mierii.

In mierea poliflor, s-a constatat o corelatie pozitivi puternici intre substanta
uscata si umiditate (r2 = 0.98). Procentul de absorbtie DPPH si continutul total de fenoli
au prezentat o corelatie pozitiva, indicind importanta continutului fenolic in cresterea
proprietatilor antioxidante. Etapele de miere au avut o corelatie negative cu atributele
de culoare, in special luminozitatea (L*). In mierea de salcim umiditatea a fost observati
avand o corelatie pozitiva puternica cu substanta uscata totala ( r2 = 0,997) si DPPH (r2
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= 0.995). DPPH a prezentat corelatii pozitive puternice cu continutul fenolic total
(0,99064) si cu atributele de culoare L* si a* (r2 = 0,985; r2 = 0,98).

Concluzii

Cele doua studii evidentiaza potentialul extractelor de muguri de Pinus sylvestris
L.1n fortificarea alimentelor functionale. Studiile au demonstrat ca utilizarea extractelor
de pin in jeleuri si miere poate Imbunatati semnificativ profilul nutritional al acestor
produse, prin cresterea continutului de polifenoli si a capacitatii antioxidante.

Fortificarea jeleurilor cu extracte de muguri de pin a aratat ca polifenolii si
activitatea antioxidanta variaza in functie de stadiul de dezvoltare al mugurilor utilizati.
Cel mai bun rezultat a fost obtinut in cazul extractelor din muguri aflati in stadiul II de
dezvoltare, unde s-a Inregistrat cel mai ridicat continut de compusi bioactivi (312.2 mg
GAE/100 g) si cea mai buna capacitate antioxidanta (94.9% DPPH).

Fortificarea mierii de salcam si a mierii poliflore cu extracte de muguri de pin a
aratat ca acest proces imbunatateste semnificativ proprietatile antioxidante ale mierii.
Mierea fortificata cu extracte din muguri de pin aflati in stadiul II de dezvoltare a avut
cel mai ridicat continut de polifenoli (247 mg GAE/100 g) si cea mai mare activitate
antioxidanta (55% DPPH).

Analizele HPLC au confirmat prezenta principalilor compusi fenolici, cum ar fi
kaempferolul, quercetina si derivatii stilbenici, cu potential antioxidant ridicat.

Analizele FT - IR au evidentiat modificari chimice In compozitia mierii si jeleurilor
fortificate, indicand integrarea compusilor bioactivi din extractele de pin in matricea
alimentara. Totusi, s-a observat o degradare partiala a polifenolilor in timpul procesarii
termice, ceea ce sugereaza necesitatea optimizarii tehnologiilor de productie.

Evaluarea senzoriald a aratat cd adaosul extractelor nu a afectat semnificativ
acceptabilitatea gustului si texturii produselor, ceea ce demonstreaza potentialul lor
pentru dezvoltarea alimentelor functionale.

Cercetarea realizata confirma faptul ca mugurii de Pinus sylvestris L. reprezintd o
sursa valoroasa de compusi bioactivi cu potential de utilizare In produse alimentare
functionale.

In urma cercetirilor realizate privind compusii bioactivi din mugurii de pin
(Pinus sylvestris L.) si integrarea acestora in produse alimentare functionale precum
jeleul si mierea, se recomanda utilizarea mugurilor de pin aflati in stadiul II de
dezvoltare, deoarece acestia prezintd cel mai ridicat continut de compusi fenolici si
activitate antioxidanta. Totodatd, se propune implementarea unor tehnologii de
prelucrare la temperaturi reduse, in vederea reducerii degradarii compusilor fenolici in
timpul procesarii.
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Originalitatea si contributiile inovative ale tezei

Acesta tezad dezvoltd urmatoarele elemente inovative ce implica originalitatea prezentei
cercetari:

- Identificarea si cuantificarea compusilor bioactivi din extractul de muguri de pin
Pinus sylvestris L. In trei stadii de dezvoltare.

- Dezvoltarea unui jeleu functional imbunatatit cu muguri de pin in trei stadii de
dezvoltare.

- Obtinerea mierii fortifiate cu extract din muguri de pin in diferite stadii de
dezvoltare.

- Analiza perceptiei consumatorilor si acceptabilitatii produselor inovative din
miere de salcam si poliflora imbunatatit cu muguri de pin.

- Stabilirea unor corelatii specifice intre stadiile de dezvoltare a mugurilor de pin
Pinus sylvestris L. si Imbunatatirea calitatii mierii, oferind perspective in optimizarea
produselor alimentare functionale.

Rezultatele obtinute in cadrul acestei teze evidentiaza valoarea stiintifica si
aplicativa a utilizarii extractelor din muguri de Pinus sylvestris L. in dezvoltarea
alimentelor functionale. Integrarea acestora in produse precum jeleul si mierea a
demonstrat o imbunatdtire semnificativd a valorii nutritionale si a activitatii
antioxidante, fara a compromite acceptabilitatea senzoriala. Astfel, cercetarea deschide
perspective promitatoare pentru valorificarea biomasei forestiere in sectorul alimentar
si nutraceutic, oferind solutii inovatoare pentru consumatori preocupati de sanatate.
Studiile viitoare ar putea viza extinderea gamei de produse fortificate, optimizarea
proceselor tehnologice si evaluarea stabilitdtii compusilor bioactivi in conditii reale de
depozitare.
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