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REZUMAT

REALIZAREA EXTRACTELOR FINALE DIN SUB-PRODUSELE DE CATINA SI
AFINE LA NIVEL DE LABORATOR. REALIZAREA DE SUPLIMENTE ALIMENTARE
SI PRODUSE ALIMENTARE FUNCTIONALE LA NIVEL DE LABORATOR

Activitati conform planului de realizare a proiectului:

Elaborarea tehnologiilor de obtinere a celor doua tipuri de produse suplimente alimentare si
produse functionale la nivel pilot.

Amenajarea §i pregdtirea statiei pilot pentru experimentari.

Cercetari experimentale de realizare a celor doua produse

Evaluarea calitatiilor suplimentelor alimentare si a produselor functionale nou create, din punct
de vedere fizico-chimice, nutritional si microbiologic.

Solutii de ambalare a produselor nou create

Verificarea tehnologiilor propuse la scard industriala pentru suplimentele alimentare. Elaborarea
documentatiei de brevetare §i depunerea cererilor de brevet inventie.

Finalizarea studiilor de stabilitate a extractelor.

Finalizarea studiilor de stabilitate a produselor nou create.

Diseminarea rezultatelor catre mediul stiintific prin publicarea rezultatelor sub forma de articole
in reviste de specialitate de prestigiu (ISI) si prin participarea la evenimente stiintifice (conferinte,
simpozioane, tirguri).

REZULTATE

1.Elaborarea tehnologiilor de obtinere a celor doua tipuri de produse suplimente
alimentare si produse functionale la nivel pilot.

In Romania, suplimentele alimentare sunt reglementate prin Ordinul Ministerului Sanatatii nr.
1069/2007, unde sunt definite ca ,,produse alimentare al caror scop este sa completeze dieta
normald si care sunt surse concentrate de nutrienti sau alte substante cu efect nutritional ori
fiziologic, separat sau in combinatie, comercializate sub forma de doza, cum ar fi: capsule,
comprimate (oblong si alte forme similare), pachete de pulbere, sticle cu picurdtor si alte forme
asemanatoare de preparate lichide sau pulberi destinate consumului in cantitati mici, masurabile”.
De asemenea se mai prevede ca etichetarea, prezentarea §i reclama nu trebuie sd atribuie
suplimentelor alimentare proprietatea de prevenire, tratare sau vindecare a unei boli umane ori sa
faca referire la asemenea proprietati.

Pe eticheta produsului trebuie sa fie declaratd cantitatea de nutrienti sau substante cu efect
nutritional ori fiziologic pentru o portie de produs recomandata pentru consumul zilnic — reprezinta
valoarea medie obtinuta pe baza analizei produsului, efectuata de catre producator.



In ultimele doua decenii a crescut interesul pentru plantele medicinale si terapii naturale
atat in tari dezvoltate, cat si in cele in curs dezvoltare.

Studiile de piata arata cd populatia opteaza preponderant pentru produsele naturale datorita
benefiicilor recunoscute fitoterapiei (faptul cd aceste produse naturale pot fi asociate cu un
tratament alopat, aducand oragnismului beneficii in acest caz, diminuand uneori, nu doar
simptomele minore, ci chiar efectele adverse ale medicamentelor).

Industria farmaceuticd si a suplimentelor alimentare se afld intr-o continua
dezvoltare, 1n special ramura fitoterapeutica care se axeaza pe dezvoltarea produselor destinate
imbundtatirii starii de sandtate, pe baza de plante dar si imbundtétirea proceselor industriale de
productie si de control a calitatii acestor produse. In acest sens se fac numeroase cercetiri nationale
si internationale pe diferite specii de plante, pentru identificarea componentelor bioactive din
compozitia lor, dar si pentru imbunatatirea proceselor extractive si de testare a proprietatilor lor
biochimic La finalizarea etapei 4, impreuna cu echipa de cercetare s-au realizat doua suplimente
alimentare, unul pentru mentinera unui sistem venos sanatos, iar cel de al doilea pentru sustinerea
functiei cognitive normale i imbundtatirea circulatiei vasculare cerebrale, caracterizate din punct
de vedere fizico-chimic.

Suplimentul alimentar S1* a fost conceput pentru mentinera unui sistem venos sanatos,
avand un continut bogat in substante biologic active, o combinatie optima de fitonutrienti care
actioneaza sinergic in realizarea unei activititi biologice specifice, pentru a asigura buna
functionare a intregului organism, avand ca efect imbunatatirea rezistentei vaselor de sange,
precum si refacerea tesutului conjunctiv. Aceastd formuld contribuie la mentinerea unui nivel
optim de colagen in peretii vasculari si la buna functionare a circulatiei sanguine, pentru
imbunatatirea calitatii vietii.

Cel de-al doilea supliment alimentar S2** contribuie la: imbunatatirea functiilor cognitive
si a capacitdtii de memorare, ameliorarea afectiunilor degenerative la nivel cerebral si a
hiperagitatiei. De asemenea, produsul ajutd la reducerea activitatii enzimelor responsabile cu
degradarea acetilcolinei la nivel cerebral, mentinerea echilibrului energetic normal si functiei
cerebrale normale.

In aceasti etapa, a-4-a finald, impreuni cu echipa de cercetare a proiectului s-au elaborat
tehnologiile de obtinere a celor doud tipuri de produse: suplimentele alimentare si produsele
functionale la nivel pilot, sub forma de capsule si batoane, utilizand extractele optimizate obtinute
in cadrul firmei Hofigal.

e si a efectelor asupra organismului uman.

2. Amenajarea si pregitirea statiei pilot pentru experimentari.

In aceastd etapa sunt prezentate fazele procesului tehnologic de obtinere a produselor functionale
(batoane proteice, energizante si digestive), descrise In schema tehnologica de flux de mai jos:

1. Cantirire materii prime
Se cantaresc materiile prime vegetale folosind recipientele confectionate din inox, cu
ajutorul Balantei modelul — BE 04 CP (v. Figura 1)



Fig. 3. Balanta modelul — BE 04 CP”

2. Macinare/Tocare
In functie de materiile prime utilizate, acestea sunt micinate sau tocate.
2.1. Macinarea se realizeaza cu ajutorul morii pentru macinat plantd (modelul — Remeco”,
confectionata din otel inoxidabil).

Fig.4 Moara pentru maruntit planta .modelul MMC 002— Remeco”

Parametrii tehnici de functionare sunt:
e Puterea instalata - 5 KW;
o Turatie - 2500 rot/min;
o Tensiunea de alimentare - 380V-50Hz.

2.2. Tocarea se realizeaza cu ajutorul unei masinii electrice de tocat .modelul - SKU: FWFC550”

Fig. 5. Masina electrica de tocat .,modelul — SKU: FWFC550”

3. Preparare amestec batoane

Amestecul masei pentru prepararea batoanelor se face in vasul de omogenizare, prevazut cu
paleti de teflon, care se rotesc circular pana la omogenizarea liantului impreuna cu ingredientele
introduse.



Fig.6 MIXER de AMESTECARE - DEGRIZEHModelul: 107.1

4. Pregitirea celor trei tipuri de batoane (proteice, energizante si digestive) dupa
urmatoarele retete.

In cadrul proiectului de cercetare, impreuna cu echipa Hofigal si partenerul IBA, s-au
realizat trei retete pentru produsele functionale, asa cum au fost descrise in celelalte etape.
Amestecul omgenizat se intinde pe plangeta de teflon a masinii de presat si se preseaza cu tamburul
de teflon pana la obtinerea grosimii dorite apoi de taie cu ajutorul unei lame de cutit de la masina
de taiere de capacitate 50 kg/h, la dimensiunea de 45 — 50 grame a batonului respectiv.

Fig. 7 MA.,S‘IN/fde PRESAT DIGITALA — DEGRIZE Modelul : 104.1

Dupa omogenizarea amestecului:
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Fig. 8 MASINA de TAIAT — DEGRIZE Modelul: 105.1

5. Ambalare primara batoane
Batoanele formate se ambaleazd in folie de Al/PE cu ajutorul masinii de ambalat Degrize.
Pe fiecare baton se imprima lotul si data expirarii cu ajutorul imprimantei cu ribon — LINX TT500



Fig.9 MASINA AMBALAT SI IMPRIMANTA CU RIBON - LINX TT500 —DEGRIZE Modelul: TT500

6. Ambalare colectiva

Batoanele de tip proteic, energizant si divestiv sunt ambalate primar in folie si
inscriptionate cu ingredientele si cantitatea conform legislatiei in vigoare, apoi sunt ambalate
colectiv in cutii de carton ce contin 20 U.C.

7.  Depozitare
Cutiile de carton ce contin tipurile de batoane sunt depozitate in Depozitul de Produs finit
si sunt pastrate in conditii controlate de temperatura si umiditate
Conditii de depozitare sunt:
- temperatura: 15-25°C
- umiditate relativa: 40-60 %.
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Fig. 10 Baton proteic nr.1

Batoanele proteice contin de obicei cel putin 10 grame de proteine, iar restul compozitiei este
alcatuit din procente diferite de carbohidrati si lipide (mai ales uleiuri vegetale), dar si saruri
minerale, vitamine si creatina.
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Fig. 11 Baton energizant nr.2

Batoanele energizante se recomanda a fi consumate inaintea antrenametelor intense.
Batoanele energizante au un ccontinut mare de carbohidrati, care oferd un plus de energie n
timpul efortului intens si sustinut. Datorita cantitatilor mici de lipide sunt mai usor de digerat si de
asimilat.

Batoanele energizante contin: pasta de curmale si pasta de prune, diferite fructe uscate care
confera gust de merisoare sau suc de afin. Batonul energizant este special creat pentru a veni in
intampinarea nevoilor nutritionale ale sportivilor.
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3. Cercetiri experimentale de realizare a celor douda subproduse (suplimente
alimentare)

3.1. Evaluarea in vitro a unui supliment alimentar SI* pentru mentinerea unui sistem venos
sanatos §i care sa sustina circulatia periferica.

3. I.1. Evaluarea citotoxicitatii si efectul asupra viabilitatii/proliferarii celulare prin metodele
MTS si LDH



3.1.2. Evaluarea capacitatii de vasodilator prin mdasurarea nivelului de molecule de NO7™ eliberat
in mediul de cultura al celulelor in urma tratamentului cu supliment alimentar S1*- Testul cu
Griess reagent

3.1.3 Evaluarea capacitatii de vasodilator a suplimentului alimentar S1* prin masurarea nivelului
intracelular de molecule NO formate in urma tratamentului celulelor cu suplimentul alimentar
S1* -testul DAF-FM .

S1*. Supliment alimentar pentru mentinera unui sistem venos sandatos §i care sa sustind circulatia
periferica.

Prezenta descriere a suplimentului alimentar S1* se refera la realizarea unui produs
fitoterapeutic, sub forma de capsule care contine extract din coaja de portocale (Citrus sinesis),
srot de afin (Vaccinium myrtillus), pulbere de centella (Centella asiatica) si Acerola - fructe bogate
in vitamina C, pentru Tmbunatatirea rezistentei vaselor de sange precum si procedeul de obtinere
precum si demonstrarea eficacitatii prin testari in vitro pe diverse culturi de celule.

3.1. Evaluarea in vitro a unui supliment alimentar S1* pentru mentinerea unui sistem
venos sandtos si care sa sustind circulatia perifericd.

Bolile cardiovasculare sunt caracterizate si printr-o discfunctionalitate a capacitatii celulelor
endoteliale de a produce oxidul nitric (NO). Studii stiintifice au demonstrat cd o diminuare a
o tensiunea arteriald alteratd caracteristica unor boli cardiovasculare [1-3]. Astfel, efectul
vasodilatator a unui supliment alimentar presupune capacitatea acestuia de a induce/regla
producerea de NO 1in celule endoteliale la un nivel la care sd stimuleze mentinerea unui sistem
venos sanatos si sa sustind circulatia periferica [4].

In organismul uman, NO este sintetizat continuu in celulele endoteliale de enzimele de tip
NO sintetaze, care catalizeaza reactia dintre aminoacidul L-arginind si NADPH (nicotinamid
adenin dinucleotid fosfat) in prezenta oxigenului [5]. Odata sintetizate, moleculele de NO
difuzeaza din celulele endoteliale in vasele de sdnge, actionand ca vasodilatotori, fiind considerati
principalii mediatori in procesele de vasodilatatie din organismul uman [6]. De asemenea,
moleculele de NO pot inhiba agregarea si aderenta trombocitelor, regleaza circulatia sangelui si
actioneaza ca molecula de semnalizare 1n sistemul nervos [7,8].

Astfel, daca un supliment alimentar este capabil sd stimuleze sinteza de NO in celulele
endoteliale atunci folosirea lui in dietd poate aduce beneficii pentru sistemul circulator si nervos.

3.1.1. Evaluarea citotoxicitatii si a efectului asupra viabilitatii/proliferarii celulare prin
metodele MTS si LDH. Prepararea probelor si controalelor s-a efectuat conform si ISO 10993-
5:2009 ,,Biological evaluation of medical devices — Part 5: Tests for in vitro cytotoxicity”.
Materiale si metode. Linia standardizata de celule umane de tip endotelial, EA.hy926 (ATCC
CRL-292) a fost mentinutd in cultura, folosindu-se mediu de cultura de tip Eagle's Minimum
Essential Medium (EMEM) de la Lonza, suplimentat cu 10 % ser fetal bovin (Gibco) si 1%
antibiotic antimicotic (Gibco).

Culturile celulare au fost incubate la 37°C si in atmosfera de 5% C02, iar experimentele s-
au realizat pornind de la o densitate celulara de 10,000 celule/godeu pe placa cu 96 de godeuri.
Toate experimentele au fost repetate de trei ori, probele si controalele au fost lucrate in triplicat la
fiecare testare. Viabilitatea celulara a fost evaluata cu kitul CellTiter 96 Aqueous One Solution cell
proliferation assay (MTS), Promega, prin adaugarea a 20 pL reactiv/godeu, apoi, dupa o perioada




de incubare de 3 ore a fost cititd densitatea optica (DO) la 490 nm cu cititorul de placi Elisa
BIOBASE-EL10. Numarul de celule viabile este proportional cu DO cititd. Au fost realizate
experimente de evaluare a viabilitatii celulare (test MTS) in prezenta suplimentului alimentar S1
si a citotixicitatii (test LDH) indusd de S1 pe celulele Ea.hy926 tratate pe intervalele de timp de
24, 48 s1 72 de ore, la 5 dilutii diferite: D30, D100, D300, D1000 si D3000 realizate din solutia
stock de supliment alimentar S1 de 100 mg/ml. Pentru determinarile fondului se adauga mediul de
cultura si suplimentul S1 la dilutiile de lucru in godeurile placii cu 96 de godeuri.

Principiul metodei MTS: Testul MTS este un test non-radioactiv de determinare a
capacitatii de proliferare/viabilitate celulara in vitro, prin metoda reducerii MTS [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium)], de catre
celulele viabile si cu capacitate proliferativa.

Prelucrarea datelor experimentale

Densitatile Optice inregistrate la 490 nm (DO) se transfera intr-un document Excell si se
prelucreaza statistic datele experimentale obtinute.

Pentru probele realizate in triplicat se calculeaza valoarea medie, abaterea standard a mediei (SD)
si coeficientul de variatie (CV). Este acceptata valoarea CV sub10%.

Viabilitate (%) = 100x ((DO490 Proba — DO490 Fond)/ (DO490 Control pozitiv — DO490 Fond)
Rezultate la evaluarea efectului suplimentului alimentar S1 asupra viabilitatii/proliferarii
celulelor endoteliale prin metoda MTS

In figura 13 sunt prezentate rezultatele obtinute, astfel se poate observa ci pentru cea mai
mare concentratie de supliment alimentar (D30) viabilitatea celulelor scade pentru intervalele de
tratament de 48 si 72 de ore la valori de 66%, respectiv 55% din valoarea obtinuta pentru celulele
control, netratate. In primele 24 de tratament, suplimentul alimentar S1 la dilutia D30 duce la
scaderea viabilitatii celulare la aproximativ 84 %, o valoare acceptabila. Pentru celelalte dilutii
testate D100-D3000 se poate observa ca viabilitatea celulelor endoteliale nu este semnificativ
afectata pentru niciunul din intervalele de timp testate. Pentru D100 viabilitatea celulara scade de
la 100% la primele 24 de ore de tratament, la o viabilitatea de aproximativ 80% pentru 72 de ore
de tratament, aceasta fiind o valoare acceptabila pentru testérile in vitro.
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Fig.13. Viabilitatea celulelor endoteliale la tratamentul cu diferite concentratii de supliment alimentar SI1* pe
intervalele de timp de 24, 48 si 72 de ore

Pentru dilutiile D300-D3000, valorile obtinute variaza intre 90-100 % pentru toate intervalele de
timp testate.
Evaluarea citotixicitatii suplimentului alimentar S1* prin testul LDH




Principiul metodei LDH: Testul LDH (lactat dehidrogenaza) este o metoda bazata pe
testarea integritatii membranei celulare prin determinarea cantititii de LDH eliberat in mediu.
Distrugerea membranei celulare, in prezenta unei cantitati toxice de compus de testat, duce la
eliberarea in mediul de cultura a LDH. Nivelul ridicat de LDH, unul dintre cei mai utilizati markeri
pentru studiul citotoxicitatii, indica un profil toxic al compusului testat pe celule. Pentru realizarea
testului LDH s-a utilizat kitul CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay, Promega.

Experimentele de citotoxicitate s-au realizat pornind de la o densitate celularda de 10,000
celule/godeu pe placa cu 96 de godeuri. A fost masurat LDH-ului eliberat in mediul de cultura al
celulelor crescute in diferite concentratii de supliment alimentar S1 pe 3 intervale de timp, de 24,
48 si 72 de ore. Controlul pozitiv este reprezentat de celule netratate care se lizeaza pentru a obtine
cantitatea maxima de LDH eliberata de celule endoteliale, iar controlul este reprezentat de celulele
netratate. Se preiau 50 pL. de mediu de culturd din godeurile cu celule tratate si controale, peste
care se adaugda 50 pL substrat LDH, apoi probele sunt lasate 30 de minute la intuneric pentru
realizarea reactiei. Reactia enzimatica este oprita prin adaugarea a 50 uL de solutie stop. Se citeste
densitatea optica a solutiilor de probe, controlului negativ si pozitiv la lungimea de unda de 490
nm, la cititorul de placi Elisa BIOBASE-EL10. Valorile experimentale obtinute pentru eliberarea
LDH la solutiile de proba reprezinta citotoxicitate ireversibila indusd de tratamentul cu
suplimentaul alimentar aplicat celulelor.

Prelucrarea datelor experimentale

Densitatile Optice inregistrate la 492 nm (DO) se transferd intr-un document Excell si se
prelucreaza statistic datele experimentale obtinute.

Pentru probele realizate in triplicat se calculeaza valoarea medie, abaterea standard a mediei (SD)
si coeficientul de variatie (CV). Este acceptata valoarea CV sub10%.

Citotoxicitate (%) = 100x [(DO490) Proba — (DO490) Fond]/ [(DO490) Control celule lizate —
(DO490) Fond]

Rezultatele obtinute la evaluarea citotoxicitattii suplimentului alimentar S1* la tratamentul pe
celulele endoteliale sunt prezentate in Figura 14.
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Fig.14. Citotoxicitatea indusa de suplimentul alimentar pe celulele endoteliale, pe intervalele de timp de 24, 48 si 72
de ore
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Suplimentul alimentar S1* induce o toxicitate de aproximativ 2 ori mai mare decét
controlul, celule netratate, la dilutia D30 pe intervalul de timp de 72 de ore de tratament. Pentru



celelalte dilutii valorile LDH-ului eliberat la tratamentul cu suplimentul alimentar S1 sunt
asemanatoare cu cele prezentate de celulele control, netratate.

3.1.2. Evaluarea capacitatii de vasodilator prin mdsurarea nivelului de molecule de NO;~
eliberat in mediul de cultura al celulelor in urma tratamentului cu supliment alimentar S1-
Testul cu Griess reagent

Sistemul de reactiv Griess masoara nitritul (NO2"), unul dintre cei doi produsi primari de
descompunere stabili si nevolatili ai oxidului de azot (NO). Oxidul nitric este un mesager fiziologic
important $i 0 moleculd prezentd in multe sisteme biologice, inclusiv tesuturile imunologice,
neuronale si cardiovasculare. Acest test se bazeaza pe o reactie de diazotare care a fost descrisa
initial de Griess in 1879.
Principiul metodei: Sistemul de reactiv Griess se bazeaza pe o reactie chimica care utilizeaza
sulfanilamida si diclorhidrat de N-1-naftiletilendiamind (NED) in conditii acide (acid fosforic).
Acest sistem detecteazd NO; ~ intr-o varietate de matrici lichide biologice si experimentale, cum
ar fi plasma, ser, urind si mediu de culturd al celulelor. Kitul folosit este Griess Reagent System,
(2930, de la Promega. Limita de detectie a metodei este de 2,5 uM (125 pmol) nitriti utilizand
protocolul descris mai jos:

Protocol de lucru:

Pentru cuantificarea speciilor reactive de nitrogen din mediul de cultura al celulelor este nevoie de
o curbd standard cu diferite concentratii de nitrit de Na diluat in mediul de cultura folosit pentru
celulele EA.hy926.

Pregatirea curbei de referintda. Pentru fiecare test trebuie pregititd o curba de referinta standard
pentru nitritul de Na, care va permite cuantificarea precisd a nitritilor din probele biologice.
Solutiile de nitrat de Na se prepara astfel:

se prepard 1 ml dintr-o solutie de nitrit de Na de concentratie 100 pM diluand solutie stock de 0,1
M furnizata de kit cu mediu DMEM fara rosu de fenol pentru celulele EA.hy926;

se prepara prin dilutie seriald Inca 6 solutii de nitrit de Na cu urmatoarele concentratii 50, 25, 12,5,
6,25, 3,13 si 1,56 uM. Cate 50 pl din fiecare solutie preparata se adauga in godeurile destinate
curbei standard, iar concentratia 0 pM este reprezentatd de solutia de mediu de cultura fara adaos
de nitrit de Na. Se lucreaza in triplicat.

Pregatirea probelor experimentale

2.5x10° celule de endoteliale Ea.hy926 sunt insimintate in fiecare godeu al unei plici cu 24 de
godeuri. Celulele sunt lasate sd adere 24 de ore, apoi prin schimbarea mediului de cultura initial
cu mediu DMEM fara ser fetal se va realiza sincronizarea celulelor.

dupa sincronizarea celulelor (24 de ore) mediul este indepartat si se aplica 300 pl de mediu de
cultura DMEM fard rosu de fenol, cu ser fetal 3% cu tratament de supliment alimentar S1 la
dilutiile D100-D3000. Controlul negativ este reprezentat de celule netratate;

dupa inca 24 de ore de tratament, mediul de cultura al celulelor (300 pl) este colectat in tuburi
sterile si se centrifugheaza la 10 000 g.

se adauga cate 50 pl/godeu din fiecare proba experimentala si controlul, se lucreaza in triplicati;
folosind o pipetd multicanal, se distribuie cate 50ul de solutie de sulfanilamida la toate probele
experimentale si godeurile care contin seria de dilutii pentru curba de referinta standard a nitritilor;
se incubeaza 5-10 minute la temperatura camerei, ferit de lumina;




folosind o pipeta multicanal se distribuie 50l de solutie NED in toate godeurile;

se incubeaza la temperatura camerei timp de 5—-10 minute, ferit de lumind. Solutiile isi schimba
culoarea n violet/magenta;

se masoarda DO la 540 nm si se reprezinta grafic valorile medii ale citirilor realizate pentru curba
standard. In figura 15 este reprezentati curba standard obtinutd la unul dintre experimentele
realizate;

Curba standard pentru cuantificarea NO-; prin testul
Griess Reagent
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Fig.15. Curba standard a solutiei de Na NO; la diferite concentratii (uM)

se calculeaza valoarea medie de DO a fiecdrei probe experimentale, si apoi se determina
concentratia de nitriti din fiecare proba experimentald prin rapoartarea la curba de referinta.

Astfel, pentru evaluarea capacitdtii de vasoldilatator a suplimentului alimentar S1 s-a
masurat nivelul de nitriti pe care celulele endoteliale 1l produc la tratamentul cu supliment
alimentar pe un interval de 24 de ore. Rezultatatele finale ale probelor au fost raportate la celulele
control, netratate, si sunt prezentate in figura 16.
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Fig. 16. Evaluarea capacitatii de vasodilatator a suplimentului alimentar S1* prin testul Griess Reagent

Se poate observa cd suplimentul alimentar S1* are capacitatea de a creste cantitatea de
nitriti eliberati de celulele endoteliale In mediul de cultura direct proportional cu cresterea
concentratiei de supliment alimentar S1 folosit pentru tratarea celulelor. La concentratia cea mai
mare (reprezentatd de D100) se observa cd avem un o crestere a concentratiei de nitriti eliberati in
mediu de celulele endoteliale tratate cu aproximativ 40 % mai mare comparativ cu controlul, celule
netratate.



3.1.3. Evaluarea efectului de vasodilatator al suplimentului alimentar S1* prin mdsurarea
nivelului de NO format intracelular

Pentru masurarea nivelului de NO format in urma mentinerii celulelor endoteliale in mediu de
cultura suplimentat cu S1, s-a folosit compusul DAF-FM Diacetate (4-Amino-5-Methylamino-
2',7'-Difluorofluorescein Diacetate), D23844 de la firma Invitrogen.

DAF-FM este un reactiv care este utilizat pentru detectarea si cuantificarea concentratiilor scazute
de oxid nitric (NO). Este capabil sa patrunda prin membrana celulard si nu prezintd fluorescenta
pana cand nu interactioneaza cu moleculele de NO intracelulare pentru a forma un compus de tip
benzotriazol care devine fluorescent. Fluorescenta DAF-FM a fost detectatd microscopul de
fluorescentda Nikon TM, la Ex de 495 nm si Em la 515 nm.

Protocol de lucru

celulele Ea.hy 926 au fost insdmantate in vase Ibidi (40 000 celule) au fst lasate sa adere 24 de ore;
dupa aderarea celulelor mediul de cultura a fost inlocuit cu mediu DMEM fara ser fetal pentru a
se realiza sincronizarea celulelor pentru a obtine un semnal uniform;

dupa alte 24 de ore, mediul de cultura a fost schimbat cu mediu cu 3% ser fetal si diferite
concentratii de supliment alimentar S1 (D30-D3000);

celulele au fost lasate peste noapte (aproximativ 18 ore) cu tratament, dupa care au fost spalate cu
solutie tampon PBS si s-a adaugat solutia de DAF-FM 5 uM;

celulele au fost lasate in incubator timp de 30 de minute, apoi au fost spélate cu solutie PBS si
fixate cu solutie paraformaldehida 4%.

au fost colectate imagini la microscopul de fluorescenta (cate 500 de celule pentru fiecare situatie
experimentald), controlul este reprezentat de celulele netratate.

In figura 17 sunt prezentate imagini reprezentative colectate la microscopul de fluorescenti. Se
poate observa ca celulele control prezintd un semnal de fluorescentd dat de DAF-FM legat la
speciile de NO.
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Fig. 17. Evaluarea efectului de vasadilatator

a suplimentului S1*, intracelular prin colorarea cu DAF-FM a
speciilor de NO

In cazul celulelor tratate cu supliment alimentar SI la dilutiile D30 si D100 semnalul de
fluorescenta este mult mai puternic, pentru D30 fiind cel mai ridicat.

3.11. Evaluarea in vitro a unui supliment alimentar S2** pentru sustinerea functiei cognitive
normale si imbunititirea circulatiei vasculare cerebrale
3.1l. Evaluarea in vitro a unui supliment alimentar S2** pentru sustinerea functiei cognitive
normale si imbunatatirea circulatiei vasculare cerebrale
3.1L1. Evaluarea citotoxicitatii si efectul asupra viabilitatii/proliferarii celulare prin metodele
MTS si LDH
3.11.2. Evaluarea capacitatii antioxidante celulare a suplimentului alimentar S2** - testul DCFH-
DA
3.11.3 Evaluarea capacitatii antioxidante celulare a suplimentului alimentar S2** - testul CellIROX
green.
S§2** Supliment alimentar pentru sustinerea functiei cognitive normale si imbundtatirea
circulatiei vasculare cerebral.

Prezenta descriere a suplimentului alimentar $2** se referd la realizarea unui produs
fitoterapeutic, sub forma de capsule care contine extract de rodie (Punica granatum), extract de
rozmarin (Rosmarinus officinalis), extract standardizat de curcuma (Curcuma longa), pulbere de

coama leului (Hericium erinaceus)precum si procedeul de obtinere si testarea eficacitatii prin
testari in vitro pe diverse culturi de celule.



Un supliment alimentar care sd sustina functia cognitivd normald si sd3 imbundtateasca
circulatia vasculara, prezinta printre altele activitate antioxidanta si biocompatibilitate cu celule
neuronale [9]. Capacitatea acestor suplimente de a reduce stresul oxidativ, prin reducerea speciilor
reactive de oxigen (SRO) poate preveni aparitia bolilor neurodegenerative [10].
Biocompatibilitatea suplimentului alimentar a fost evaluatd prin investigarea efectului acestuia
asupra viabilitatii celulelor neuronale (testul MTS) si prin testarea citotoxicitatii suplimentului
alimentar (testul LDH), studii in vitro. Pentru evidentierea capacitatii suplimentului alimentar
S2** de sustinere a functiei cognitive normale si de Tmbunatatire a circulatiei vasculare cerebrale,
a fost investigata activitatea antioxidanta a acestuia, prin evaluarea capacitatii lui de a neutraliza
SRO pe celule de neuroni.

Testarile in vitro s-au realizat pe linia celulara de neuroblastom uman, SH-SY5Y (ECACC)
care a fost diferentiata in celule cu caracteristici de neuroni maturi, prin tratamentul cu acid retinoic
de concentratie 10 puM, timp de 5 zile [10,11]. S-a observat ca in urma tratarii celulelor SH-SY5Y
cu mediu de cultura DMEM suplimentat cu 3% ser fetal si acid retinoic 10 pM, celulele de
neuroblastom se diferentiazd in celulele de tip neuroni maturi prin aparitia prelungirilor.
Modificarile morfologice care apar in urma diferentierii cu acid retinoic: aparitia prelungirilor de
tip dendrite si axoni si micsorarea corpului celular (soma) si o Incetinire a proliferarii celulare, asa

cum se observa in figura 18.
SH-SY5Y nediferentiate SH-SY5Y diferentiate

Fig. 18. Celule SH-SY5Y nediferentiate (stinga) si celule SH-SY5Y diferentiate dupad tratamentul timp de 5 zile cu
acid retinoic 10 M (dreapta)

Pentru ca un supliment alimentar sd sustind functia cognitiva este necesar ca acesta sa
mentind comunicarea dintre celulele neuronale care se realizeaza prin intermediul prelungirilor de
tip axonic si dendritic.

3.11.1. Evaluarea citotoxicitatii si efectul asupra viabilititii/proliferarii celulare prin metodele
MTS si LDH

Pentru testarea viabilitatii celulelor neuronale in prezenta tratamentului cu suplimentul
alimentar S2**, culturile celulare de SH-SY5Y au fost incubate la 37°C, in atmosfera de 5% COz,
si au fost crescute n mediu complet de cultura Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) care
contine printre altele 4,5 g glucozd/L, la care s-a adaugat 10% ser fetal bovin si 1% antibiotic-
antimicotic. Pentru observarea schimbarilor morfologice care apar la mentinerea celulelor



diferentiate in mediul de culturd cu supliment alimentar, s-au Tnsamantat celule de neuroblastom
in godeurile unui placi cu 24 godeuri. Diferentierea celulelor de neuroblastom in celule de tip
neuroni maturi s-a realizat prin schimbarea mediului initial si addugarea unui mediu de diferentiere
care contine: DMEM cu 3% ser fetal bovin si 10 uM solutie acid retinoic. Mediul de diferentiere
a fost schimbat la fiecare 48 de ore. Dupa 5 zile de diferentiere celulele au fost tratate cu supliment
alimentar S2** la diferite concentratii. Controlul au fost celulele diferentiate dar netratate cu
supliment. Se poate observa din figura 19 ca tratamentul cu o concentratie mare de supliment
alimentar (D300) duce la moartea celulara la 24 de ore de tratament. Celulele devin rotunde si isi
pierd prelungirile. La tratamentul cu dilutia D6000, celulele diferentiate in neuroni 1si mentin
prelungirile si formeaza o populatiec mai omogena de neuroni maturi comparativ cu celulele
diferentiate dar netratate cu supliment alimentar, S2**. Se poate afirma In urma acestor
experimente ca suplimentul alimentar S2** la dilutia D300 este toxic pentru celulele neuronale,
iar la dilutiile mai mari nu afecteaza morfologia celulele neuronale si sustine functia cognitiva prin
pastrarea conexiunii dintre celulele de tip neuroni.

Control S2, D300 S2, D6000

48ore .

Fig. 19 Celulele SH-SY5Y diferentiate tratate cu diferite concentratii de supliment alimentar S2, observate la
microscopul cu contrast de faza

Pentru experimentele de testare a viabilitdtii s-au insdmantat celulele la o densitate celulara
de 30,000 celule/godeu pe placa cu 96 de godeuri. Prepararea probelor si controalelor s-a efectuat
conform ISO 10993-5:2009 ,,Biological evaluation of medical devices — Part 5: Tests for in vitro
cytotoxicity”.

Suplimentul alimentar a fost diluat in mediu de culturd DMEM cu 3 % ser fetal si au fost
testate urmdtoarele dilutii: D1000, D3000, D6000 si D10000 din solutia stock de supliment
alimentar de 100 mg/ml. Probele si controalele au fost lucrate in triplicat la fiecare testare.
Experimentele de viabilitate au fost repetate de trei ori si s-au realizat la doi timpi de tratament de
24 si 48 de ore. Viabilitatea celulara a fost evaluata cu kitul MTS (Promega) prin addugarea a 20
uL reactiv/godeu, iar dupa o perioada de incubare de 3 ore a fost cititd densitatea optica (DO) la
490 nm. Valoarea densitatii optice este direct proportionald cu numarul de celule viabile.
Rezultatele obtinute la probe se raporteaza la valorile obtinute la celule netratate, control, asa cum
se poate observa in figura 20.
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Fig, 20. Viabilitatea celulelor neuronale la tratamentul cu diferite concentratii de supliment alimentar pe intervalele
de timp de 24 5i 48 de ore

Din figura 20 se poate observa ca suplimentul alimentar S2** afecteaza viabilitatea
celulelor neuronale la dilutia D1000 pentru ambii timp de tratament de 24 si 48 de ore, valorile
obtinute fiind de 65%, respectiv 55%. Pentru celelalte dilutii testate D3000-D10000, viabilitatea
celulelor neuronale aflate sub tratament cu suplimentul alimentar S2 are valori cuprinse intre 80-
100%.

Evaluarea potentialului citotoxic al suplimentului alimentar pe celule neuronale

Potentialul citotoxic al suplimentului alimentar a fost masurat cu kitul LDH, Promega.
Celulele de neuroblastom au fost diferentiate in godeurile placilor de 96 de godeuri (30000
celule/godeu) si la 24 de ore de la aderarea lor a inceput procesul de diferentiere. A fost masurata
cantitatea de LDH eliberat in mediul de cultura de celulele neuronale tratate cu supliment alimentar
la dilutiile: D1000, D3000, D6000 si D10000. Reactia enzimatica dintre LDH din mediul de
cultura (50 pL/godeu) si substrat (50 pL) se realizeaza la intuneric timp de 30 de minute, dupa
care se adaugd a 50 pL de solutie stop. Valorile densitatii optice (DO) de la 490 nm citite pentru
probe se raporteaza la valorile citite pentru controlul pozitiv care este reprezentat de celule lizate
pentru a cuantifica LDH-ul total al celulelor netratate. Control este reprezentat LDH-ul eliberat in
mediul de culturd de celulele netratate. Citotoxicitatea masuratd la celulele tratate cu diferite
concentratii de supliment reprezinta citotoxicitate ireversibild indusd de suplimentaul alimentar
S2%#* aplicat pe celulelor neuronale. In figura 21 sunt prezentate rezultatele obtinute pe cele doua
intervale de timp pe care a fost testata citotoxicitatea suplimentului alimentar S2**, Suplimentul
alimentar S2** la dilutia D1000 induce eliberarea unei cantitati de LDH de aproximativ 2.5 ori
mai mare decat controlul, celule netratate, pe intervalul de timp de 48 de ore de tratament. La 24
de ore de tratament la D1000, citotoxicitatea este de aproximativ 1.6 ori mai mare decat controlul.
Pentru celelalte dilutii (D3000-D10000) valorile LDH-ului eliberat sunt asemanatoare cu cele
prezentate de celulele control, netratate.
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Fig. 21. Citotoxicitatea indusa de suplimentul alimentar S2** pe celulele neuronale

In concluzie, suplimentul alimentar la dilutiile D3000 -D10000 nu afecteaza viabilitatea celulelor
neuronale si nu induce toxicitate pe intervalele de timp de tratament investigate.

3.11.2. Evaluarea capacititii antioxidante a suplimentului alimentar S2**- testul DCFH-DA

Pentru testarea activitdtii celulare antioxidante a suplimentului alimentar pe celule de
neuroblastom diferentiate in neuroni s-a folosit kitul OxiSelect™ Celular Antioxidant Kit
(CellBiolabs).

Principiul metodei:

OxiSelect™ Celular Antioxidant Kit — CAA (Green Fluorescence) este un test care
masoard activitatea antioxidante intr-un mediu celular standard. Acest mediu reprezinta
temperatura, pH-ul, absorbtia, metabolismul si eficacitatea antioxidantilor dintr-o Intreaga celula.
Testul foloseste un colorant fluorescent care poate penetra membrana celulara: 2°, 7°-
Dichlorodihidrofluorescin diacetat (DCFH-DA). Acest colorant, patrunde in citoplasma celulara
si este deacetilat de esterazele celulare la 2', 7'-diclorodihidrofluorescind neinfluenta (DCFH), care
este apoi rapid oxidat de radicalii liberi din celula la 2', 7'-diclorodihidrofluorescein (DCF), un
produs cu un semnal de fluorescenta foarte ridicat. Intensitatea fluorescentei acestui compus este
proportionald cu nivelurile de SRO din celule. Efectul diferitilor compusi antioxidanti asupra
formarii DCF poate fi mdsurat si comparat cu un compus standard cu actiune antioxidanta,
Quercetina. Cu cat produsul de testat are activitate antioxidantd mai mare, cu atat semnalul dat de
compusul DCF este mai mic, apropiat de semnalul Tnregistrat pentru controlul pozitiv
(Quercetina).

Protocol de lucru:

celulele de neuroblastom SH-SY5Y au fost cultivate la o densitate de 60,000 celule/godeu pe o
placa cu 96 de godeuri, speciald pentru citirile de fluorescenta; si au fost crescute pana au ajuns
confluenta de 90-95%;

ajunse la confluentd mediul celular initial a fost schimbat cu mediul de diferentiere (DMEM cu
3% ser fetal bovin si 10 uM acid retinoic pe o perioada de 5 zile;

dupa diferentiere celulele au fost spalate de 3 ori cu cate 100 pl de solutie 1x de PBS steril, apoi
au fost pre-incubate cu 50 pl de solutie 1x de colorant DCFH-DA, si 50 pl de mediu fara ser cu
tratamentul corespunzator de supliment alimentar S2**. Controlul prozitiv - solutia de Quercetina
a fost aplicata la o concentratie de 250 uM, iar controlul negativ celule netratate cu S2**. Controlul




pentru citirile de fond au fost godeuri cu celule cu colorant si, dar fard solutie de initiator de
radicali liberi;
placa a fost tinuta la incubator timp de 2 ore, apoi solutia de mediu cu tratament si DCFH-DA a
fost indepartata si fiecare godeu a fost spalat de 3x cu cate 100 pl de solutie de 1x PBS steril;
s-a addugat o solutie de 100 pl Initiator de Radicali Liberi, concentratie 1x in godeurile de proba
si 100 pl de solutie de 1x PBS steril, pentru godeurile folosite pentru citirile de fond;
Citirile de fluorescenta s-au realizat la cititorul de placi Elisa Zenyth Athos, folosind filtre de
excitatie la 480 nm si de emisie la 530 nm. Citirile s-au facut la fiecare 5 minute, timp de 60 de
minute, conform metodei descrise

Prelucrarea datelor experimentale
Datele colectate la citirile de fluorescenta pentru probe au fost transferate intr-un document Excel
si au fost prelucrate astfel:
din valorile citite pentru probe se extrage valoarea citita pentru fond-ul corespunzator, se
calculeaza pentru fiecare proba in triplicat, valoarea medie, abaterea standard a mediei (SD) si
coeficientul de variatie (CV). Este acceptata valoarea CV sub10%.
s-a reprezintat grafic valoarea relativi de fluorescentd functie de timp pentru fiecare proba
analizatd, controlul negativ (celule fara antioxidant) si controlul pozitiv (celulele tratate cu
Quercetind), Figura 22.
Probele s-au lucrat in triplicati, si experimentele au fost realizate de 3 ori. Se poate observa ca in
cazul celulelor controlul, netratate cu supliment alimentar S2**, valorile la citirile de fluorescenta
(URF) sunt cele mai mari, speciile reactive de oxigen generate de solutia de initiator de radicali
liberi neputand fi reduse.
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Fig. 22 Capacitatea antioxidanta celulara a suplimentului alimentar S2** evaluatd pe celule neuronale, exprimata
in unitati relative de fluorescentd (URF)

Pentru celulele tratate cu diferite dilutii de supliment alimentar S2** valorile relative de
fluorescentd sunt mai mici decdt cele obtinute la celulele netratate, capacitatea celulara
antioxidanta a suplimentului alimentar S2** crescand odata cu cresterea concentratiei utilizate la
tratamentul celulelor neuronale. Comparativ cu controlul pozitiv, solutia de Quercetina 250 pM,
suplimentul alimentar S2** la dilutiile testate are o capacitate antioxidanta celulara mai mica.



3.11.3 Evaluarea capacititii antioxidante a suplimentului alimentar S2** prin mdsurarea
nivelului intracelular de SRO - testul CellROX green

Capacitatea antioxidanta a suplimentului alimentar S2** a fost pusa in evidenta si prin testul cu
CellROX green. Acest reactiv prezintd mai multe avantaje fatd de colorantii traditionali de
dihidrodiclorofluoresceina, DCFH-DA, care a fost prezentat anterior. Reactivul CellROX Green
emite semnal de fluorescentd mai puternic atunci cand este oxidat de speciile reactive de oxigen,
celulele pot fi fixate in solutie de paraformaldehida, si semnalul dat de reactivul legat la SRO
persista si 24 de ore dupa aplicare in celule.

Protocol de lucru

celulele de neuroblastom au fost insdmantate in vase cu diametru de 35 mm, si au fost lasate 24 de
ore sd adere, dupa care a Inceput procesul de diferentiere (timp de 3 zile);

in mediul de culturd al celulelor s-a adaugat tratamentul cu supliment alimentar S2 la dilutiile
D3000 si D6000 peste noapte (aproximativ 18 ore); pentru controlul negativ au fost folosite celule
netratate;

celulele au fost tinute In incubator timp de 16 ore, apoi mediul de culturd cu tratamentul a fost
indepartat, si s-a adaugat reactivul CellROX Green la o concentratie de 5 uM;

celulele au fost tinute in incubator la 37°C timp de 45 minute;

dupa acest tratament, celulele au fost spalate cu PBS 1x, si s-a adagat solutie H2O2 la concentratie
de 200 uM in toate probele, inclusiv in celulele control si au fost lasate pentru incd 2 ore in
incubator pentru a se genera specii reactive de oxigen;

apoi celulele au fost spalate in PBS 1x, fixate in solutie de paraformaldehida 4% si ovservate la
microscopul de fluorescenta Nikon TM.

contrast de faza

CellRox Green ~_compozit

Control §



Fig. 23. Evaluarea activitatii antioxidante celulare cu reactivul CellRox pe celulele neuronale, stimulate pentru
stresul oxidativ cu H20: (200 uM). Imagini de microscopie de fluorescentd colectate in contrast de faza si canalul
verde, celule colorate cu reactivul CellRox

Imaginile colectate la microscopul de fluorescenta au fost analizate si cum se observa din
figura 11 pentru celulele control, netratate cu supliment alimentar S2**, speciile reactive de
Oxigen produse Tn urma tratamentului cu H>O2 sunt reduse de actiunea antioxidantd a
suplimentului S2**, astfel semnalul de fluorescenta este mult mai scazut pentru celulele tratate cu
S2** (D6000 si D3000).

4. Evolutia pietei de suplimente alimentare din Romania

Conform datelor Cegedim, piata de suplimente alimentare a inregistrat in ultimii 3 ani o crestere
medie de aproximativ 15%, aceasta ridicandu-se in 2017 la 315 milioane de euro. Anul trecut piata
a avut o evolutie mai accelerata, de 22,5% fata de anul anterior, pe fondul cresterii preocuparii
romanilor pentru un stil de viata sanatos.

Legislatia din Romania privind suplimentele alimentare

“In prezent, suplimentele alimentare care au In componenta doar vitamine si minerale primesc
pentru punerea pe piata un aviz de la Ministerul Sanatatii, iar cele care contin Th compozitia lor:
plante, nutrienti sau alte substante cu efect nutritional ori fiziologic sunt notificate de catre
Institutul de Bioresurse Alimentare, aflat In subordinea Ministerului Agriculturii. Tntrucat,
conform dispozitiilor legale, suplimentele alimentare reprezinta o categorie aparte de produsele
alimentare (al caror scop este sa completeze dieta normala si care sunt surse concentrate de
nutrienti sau alte substante cu efect nutritional ori fiziologic) este necesar ca si reglementarile
aplicabile acestora sa fie respectate, desi — In opinia noastra — definirea unei categorii distincte, cu
recunoasterea beneficiilor acestor produse asupra sanatatii, este varianta de dorit. Tntr-adevar,
legislatia actuala este pe alocuri, neclara, iar lipsa unor actiuni reale de monitorizare poate
reprezenta un obstacol Tn dezvoltarea sanatoasa a acestei piete”.

Studiul Ipsos desfasurat pentru asociatia europeand FSE (Food Supplements Europe)

confirma faptul ca, pentru romanii, utilizarea regulata a suplimentelor alimentare si vitaminelor
reprezinta un instrument de mentinere a sanatatii, dar si un stimulent al imunitatii.
Potrivit aceleiasi cercetari, la nivel european, cele mai folosite suplimente alimentare din ultimul
an au fost vitamina D (46%), vitamina C (36%), magneziu (33%), multivitamine sau minerale
(29%), respectiv omega 3 si uleiuri de peste (19%), vitamina B sau complex de B -uri(17%), fier
(14%) si calciu (14%), dintre care suplimentele cu multivitamine, vitamina D, produsele cu omega
3 si uleiurile de peste au fost administrate zilnic

Studiul aratd ca, fatd de media europeand, cel mai consumat supliment alimentar din
Romania este vitamina C (64% dintre respondenti), urmata de magneziu (44%) si ulei de
peste/Omega 3 (23%). Studiul aratd ca principalele motive pentru care romanii iau suplimente
alimentare sunt mentinerea sanatatii, a sistemului imunitar si pentru energie.

La nivel european, consumatorii iau suplimente alimentare la recomandarea medicului sau
farmacistului. Si in Romania, 56% dintre respondenti urmeaza recomandarea medicilor, iar 52% a
farmacistilor, iar 70% au declarat cd au incredere in informatiile oferite de companiile
producatoare sau de distributie de suplimente alimentare.



“Observam din acest studiu ca la nivelul Uniunii Europene majoritatea covarsitoare a
consumului de suplimente alimentare se realizeaza in mod informat, de cele mai multe ori la
recomandarea specialistilor, dar si in urma parcurgerii cu atentie a informatiilor de pe eticheta
produselor, ceea ce este un fapt imbucurator.”, declara dr. Gerald Flintoaca-Filip, Secretar General
in Patronatul Roman al Industriei Suplimentelor Alimentare (PRISA) si membru in consiliul
director al Food Supplements Europe.

Studiul a revelat totodatd faptul cd o pondere foarte mare, 85% dintre respondenti, la
nivelul intregului esantion de tari participante, urmeaza instructiunile de utilizare mentionate pe
eticheta suplimentului. De asemenea, 72% din participantii la studiu s-au ardtat increzatori in
siguranta si calitatea suplimentelor alimentare, doar 6% fiind in dezacord cu aceastd mentiune.

Studiul a fost derulat de compania de cercetare IPSOS la solicitarea asociatiei europene
Food Supplements Europe pentru a intelege mai bine obiceiurile, atitudinea si practicile de consum
ale suplimentelor in randul europenilor. Acesta s-a desfasurat in perioada 17 martie-1 aprilie 2022,
in 14 state membre europene: Belgia, Cehia, Danemarca, Germania, Spania, Franta, Italia, Cipru,
Olanda, Polonia, Romania, Slovenia, Finlanda si Suedia. In total, au fost realizate 13,200 interviuri
in cele 14 tari.

In ultimii ani, tot mai multe companii farmaceutice cauta solutii pentru a reduce costurile
de ambalare, care, cel mai adesea, sunt generate de: depozitarea materiilor prime, ambalaje care
permit deteriorarea produselor, utilizarea cutiilor de carton de dimensiuni necorespunzatoare
(supradimensionate in raport cu dimensiunea produselor). Ambalarea produsului este atat de
importanta incat poate determina succesul de piata al produsului, mai ales daca se ia in calcul
faptul ca o prezentare reusita a produselor comercializate are rol esential in decizia de cumparare.

Importanta ambalajelor este evidentiatd nu numai de principalele functii pe care le
indeplinesc precum conservarea si protectia produselor, mijloc de informare privind continutul
produsului, sau protejarea in cazul transportului, manipularii si depozitarii.

Schimbarile la nivelul situatiei socio-economice, precum si in stilurile de viata ale
diferitelor grupe de populatie au dus la nevoi nutritionale diferite si la schimbarea obiceiurilor
alimentare. Astfel, consumatorii aleg sd suplimenteze aportul anumitor nutrienti prin suplimente
alimentare. Existda o gamd largd de nutrien{i §i alte ingrediente care ar putea fi prezente in
compozitia suplimentelor alimentare, incluzand, dar fara a se limita la acestea: vitamine, minerale,
aminoacizi, acizi grasi esentiali, fibre si diverse plante si extracte vegetale. Directiva 2002/46/CE
referitoare la apropierea legislatiilor statelor membre privind suplimentele alimentare12 realizeaza
o armonizare partiald a normelor aplicabile introducerii pe piatd a suplimentelor alimentare si
stabileste norme specifice pentru vitaminele si mineralele utilizate ca ingrediente in fabricarea
suplimentelor alimentare. In ceea ce priveste stabilirea unor norme specifice aplicabile altor
substante decat vitamine sau minerale utilizate in fabricarea suplimentelor alimentare, Comisia
Europeana a concluzionat cd nu este oportuna stabilirea unor reguli specifice, luand in considerare
ca piata suplimentelor alimentare care contin alte substante decat vitamine sau minerale este
extrem de diversificatd din punct de vedere al substantelor utilizate si variaza de la un stat membru
la altul, ca urmare a obiceiurilor alimentare foarte diversificate, a existentei unor traditii puternice
privind utilizarea anumitor substante in unele state membre etc. Asadar, utlizarea altor substante
decat vitamine sau minerale in fabricarea suplimentelor alimentare constituie obiectul normelor
aflate In vigoare in legislatiile nationale si care se aplica in temeiul art. 34 - 3614 din Tratatul
privind Functionarea Uniunii Europene, fara sd aducad atingere dispozitiilor comunitare cu
aplicabilitate generald. Potrivit Directivei 2002/4615 , suplimentele alimentare sunt produse
alimentare al caror scop este de a suplimenta regimul alimentar si care reprezinta surse concentrate



de nutrienti sau alte substante cu efect nutritiv sau fiziologic, singure sau in combinatie,
comercializate sub forma de doza, respectiv in forme de prezentare cum ar fi: capsule, pastile,
comprimate, pilule sau alte forme similare, pachete de pulbere, fiole de lichid, flacoane cu
picurdtor si alte forme asemanatoare de preparate lichide sau pulberi destinate consumului in
cantitdti mici, masurabile. Potrivit aceleiasi directive, prin nutrienti se inteleg urmatoarele
substante: (i) vitamine si (ii) minerale. Lista armonizatd a vitaminelor §i mineralelor ce pot fi
utilizate in fabricarea suplimentelor alimentare, precum si formele acestora, sunt prevazute in
anexele I si II ale Directivei 2002/46. La nivel national, Ordinul Ministerului Sanatatii 1069/2007
pentru aprobarea Normelor privind suplimentele alimentarel6 reprezinta cadrul legal necesar
aplicarii Directivei 2002/46.

* Ordinul comun al Ministerului Agriculturii, Padurilor si Dezvoltarii Rurale, al
Ministerului Sanatatii si al Autoritatii Nationale Sanitare Veterinare si pentru Siguranta
Alimentelor nr. 1228/2005 pentru aprobarea Normelor tehnice privind comercializarea
suplimentelor alimentare predozate de origine animala si vegetalad si/sau a amestecurilor acestora
cu vitamine, minerale si alti nutrienti; * Ordonanta nr. 59/2006 privind utilizarea suplimentelor
nutritive de catre sportivi2l - stabileste cadrul legal privind utilizarea suplimentelor nutritive de
catre sportivi.

In calitate de produs alimentar, suplimentele alimentare sunt reglementate de texte
legislative cu aplicabilitate generald care apartin legislatiei privind siguranta alimentara.
Totalitatea acestor dispozitii constituie un cadru legislativ substantial, la nivelul Uniunii Europene
existand o legislatie reprezentata de peste 13022 de reglementari cadru pentru bunurile alimentare.
Potrivit Ghidului suplimentelor alimentare pe baza de plante medicinale, aromatice si produse ale
stupului, elaborat de Institutul National de Cercetare Dezvoltare pentru Bioresuse Alimentare,
2018. In continuare sunt enumerate principalele acte normative care constituie cadrul legal national
general privind produsele alimentare.

Concluzii

In aceasti etapi au fost realizate urmitoarele cercetiri experimentale:

- au fost elaborate tehnologiile de obtinere a celor 2 tipuri de produse (suplimente alimentare si
batoane) la nivel pilot;

- a fost amenajata si pregatita statia pilot pentru experimentdri cu echipamentele existente si
achizitionate prin acest proiect;

-s-au realizat la nivel pilot cele 2 tipuri de produse;

- s-a evaluat calitatea suplimentelor alimentare si a batoanelor nou create prin analizarea din
punct de vedere fizico-chimic, nutritional si microbiologic;

- s-a identificat modul de ambalare a produselor nou create;

- au fost verificate tehnologiile propuse pentru suplimentele alimentare la scara industriala.
-a fost elaboratd documentatia de brevetare si inregistrate cererile de brevet de inventie la
OSIM;

- s-au finalizat studiile de stabilitate a extractelor concentrate si a produselor nou create;



Modul de diseminare al rezultatelor

Diseminarea rezultatelor catre mediul stiintific prin publicarea rezultatelor sub forma de
articole in reviste de specialitate de prestigiu si prin participarea la evenimente stiintifice
(conferinte, simpoziane, targuri, etc).

Participari la confernite:

1. Conferinta Internationala NUTRICON 2022, (Food Quality and Safety, Health and
Nutrition) 08 - 10 June 2022, Ohrid, Republica Macedonia au fost prezentate 2 postere:

- "Wastes from the manufacture of berries oil - A rich source of nutrients for use in
food industry” (Book of Abstracts - pg. 193-194). Autori: Livia Apostol, Mirela Elena
Cucu, lulia Elena Susman, Cristina Luntraru, Mihaela Neagu, Liviu Gaceu.

- "Evaluation of the antioxidant capacity of sea-buckthorn (Hippophae
rhamnoides) berries by-product extracts for further valorization” (Book of Abstracts - pg.
123-124). Autori: Mihaela Neagu, Cristina Mihaela Luntraru, Adriana Florina Popescu,
Justinian Andrei Tomescu, Livia Apostol.

3. Simpozionul "Food Technology International Symposium - Food Brokerage Event” — Spania -
11.05.2023 -12.05.2023: prezentare orala: “Recovering nutritional value from berries by-
products”. Autori: Apostol, Mihaela Neagu, Cristina Manea, Justinian Andrei Tomescu, Mihai
Bogdan Nicolcioiu, Nastasia Belc.

4. Conferinta internationald - SICHEM 2022 Romania, 17— 18 Nov. 2022 - Poster cu titlul:
”Characterization of valuable nutraceutical compounds from Sea Buckthorn and Blueberry
extraction leftovers destined for functional supplements enrichment”. Autori: Justinian-Andrei
TOMESCU, Livia APOSTOL, Theodor TRAUSAN-MATU, Georgeta ALEXANDRU, Alexandru
SUCIU, Simona CRAPARESCU, Mihaela NEAGU -

5. Conferinta nationald, stiintifica si informala a Centrului de Economie Montand CE-
MONT Vatra Dornei/INCE/Academia Roména - Prezentare orala cu lucrarea “Research on
chemical composition of sea buckthorn wastes”. Autori - L. APOSTOL, L. A. MIHAI, 1. SMEU,
M. NEAGU, C. LUNTRARU, L. GACEU. (16 septembrie - 17 septembrie 2021).

Articole publicate in reviste de specialitate de prestigiu

1. Articolul ISI (Factor de impact —5,56): titlul ”Reclaim and Valorization of Sea Buckthorn
(Hippophae rhamnoides) By-Product: Antioxidant Activity and Chemical
Characterization”. Foods 2022, 11(3), 462; https://doi.org/10.3390/foods11030462 ..
Autori: Cristina Mihaela Luntraru, Livia Apostol*, Oana Bianca Oprea, Mihaela Neagu 1,
Adriana Florina Popescu, Justinian Andrei Tomescu, Mihaela Multescu, lulia Elena
Susman, Liviu Gaceu

2. Articolul BDI: titlul “Researches on the chemical composition of wastes from the
manufacture of berries”, Journal of EcoAgriTourism, Vol. 17, no. 2, pag 77, 2021.
https://rosita.ro/jeat/archive/2_2021.pdf. Autori: L. Apostol, L. A. Mihai, I. Smeu, S. Bobea,
M. Neagu, C. Luntraru, L. Gaceu.



https://doi.org/10.3390/foods11030462

3. Articolul ISI, aflat Tn evaluare la revista Applied Sciences, (Factor de impact — 2.838
Manuscript ID: applsci-2609064 - Title: “Spectrophotometric determination of
Antioxidant Activity and Bioactive Compound Content in Blueberry Byproducts”.
Authors: Mihaela Neagu, Justinian-Andrei Tomescu, Livia Apostol, Oana Bianca Oprea,
Theodor Trausan Matu, Georgeta Alexandru, Liviu Gaceu.

Drepturile de proprietate intelectuala asupra lucrarilor protejate prin copyright, know-how si orice
alt subiect, conceput, creat, generat, dezvoltat, masurat si / sau estimat prin aceasta colaborare se
afla in proprietatea

- HOFIGAL Export Import SA - 70%
- IBA Bucuresti - 30%

- HOFIGAL Export Import SA a elaborat documentatia si a depus cererea de brevet de inventie.

Domeniul de aplicare al inventiei este cel destinat realizarii de suplimente si produse
alimentare cu potential functional, contribuind la dezvoltarea pietei de produse sandtoase, cu aport
de nutrienti esentiali si fibre dietetice.

Ca produse finite au rezultat la finalul proiectului 2 noi tipuri de produse alimentare:

» Doua suplimente - unul pentru mentinera unui sistem venos sanatos si care sa sustind
circulatia periferica, iar celdlalt pentru sustinerea functiei cognitive normale si
imbunatatirea circulatiei vasculare cerebrale.

» Trei formule de alimente functionale sub forma de batoane cu diferite combinatii de
extracte, obtinute de Hofigal si de partenerul din Spania, (batoane proteic, energizant si
digestiv) Aceste produse sunt bogate in fibre alimentare, minerale si mai ales substate
antioxidante.

» De asemenea, prin valorificarea celor doua subproduse (sroturile obtinute din prelucrarea
fructelor de cétina si afine) au fost obtinute de catre Hofigal doud extracte concentrate de
mare valoare nutritionala, care pot fi utilizate si in formularea altor suplimente sau produse
cu potential functional.

Consideram ca gradul de atingere a rezultatelor estimate prin acest proiect a fost de 100%.

Proiectul va avea un impact pozitiv pentru ambele companii participante prin proiectarea si
comercializarea de noi suplimente si alimentare functionale pentru compania romaneasca (Hofigal
Export Import) si produse alimentare functionale si bauturi pentru compania spaniolda (AMC
Innova).

Prin realizarea proiectului "NUTRIFRUCT” au fost obtinute urmatoarele:

- Doua extracte concentrate — extract de catina si afine, obtinute prin valorificarea deseurilor
de la prelucrarea celor doua fructe;

- Doua suplimente alimentare, obtinute din extractele concentrate de catina si afine in
combinatie cu doud extracte (de rodii si citrice obtinute de partenerul din Spania) si cu alte
ingrediente. Unul pentru mentinera unui sistem venos sanatos si care sa sustina circulatia



periferica, iar celdlalt pentru sustinerea functiei cognitive normale si imbundtdtirea
circulatiei vasculare cerebrale.

- Trei formule de alimente cu potential functional (batoane) imbogatite in compusi bioactivi
din extractele celor doud companii si alte ingrediente vegetale.

In concluzie prin acest proiect au fost tranformate deseuri rezultate din alte ramuri
ale industriei alimentare 1in ingrediente functionale si apoi utilizate in obtinerea de
suplimentele si alimentele functionale cu urmatoarele beneficii: recuperarea unei surse
bune de nutrienti, minimizarea cantitatii de subproduse, proiectarea de noi produse
alimentare functionale, suplimente, bauturi imbogatite in compusi bioactivi.
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