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Introducere

Tn ultimii ani, cresterea prevalentei alergiilor, bolii celiace, a bolilor metabolice, si nu numai
a dus la nevoia de a dezvolta noi abordari nutritionale care sa aduca o imbunatatire a calitatii
vietii oamenilor, cu accent pe previnirea aparitiei diferitelor afectiuni. Pe de alta parte,
consumatorii devin din ce in ce mai constienti de necesitatea unei alimentatii echilibrate, bogate
in compusi naturali, cu impact semnificativ in mentinerea sau ameliorarea stérii de sanéatate. In
acest context, industria alimentara este confruntaté cu o cerere crescuta de alimente si bauturi
functionale. Dintre o gama variatd de compusi bioactivi, compusii polifenolici au capatat un
interes semnificativ in randul cercetatorilor si industriei. Aceastd clasd de compusi este
reprezentata de majoritatea metabolitilor secundari ai regnului vegetal, cu ajutorul carora plantele
se apara de elementele nocive din mediu. Numeroase studii din literatura de specialitate au
demonstrat actiuni biologice importante pentru aceasta clasa de compusi, de un real folos pentru
organismul uman permitdnd combaterea unor boli precum: cancerul, bolile cardiovasculare,
ateroscleroza, diabet etc. (Gunes Bayir si colab. 2019).

Selectarea temei de doctorat ”Cercetari privind dezvoltarea unor produse alimentare
cu valoare adaugata prin exploatarea potentialului biologic activ al porumbului mov” s-a
bazat pe oportunitatea de a exploata potentialul functional al porumbului mov (Zea mays L.) in
industria alimentara si pe cererea tot mai mare de produse functionale, data de constientizarea
in randul consumatorilor a importantei unei alimentatii sanatoase, de rata de crestere a bolilor
metabolice, celiace si nu numai, dar si de progresul tehnologiilor de procesare. in plus, tematica
tezei de doctorat se aliniaza necesitatii de a dezvolta produse alimentare din porumb mov, impusa
de un operator economic, care cultivda porumb mov pe suprafete de teren importante in judetul
Braila. In acest context, tematica tezei de doctorat se aliniazd pe de o parte necesitatii de a
fundamenta stiintific utilizarea porumbului mov ca o noua sursa de compusi biologic activi, iar pe
de altd parte dezvoltarea de tehnologii de valorificare, care sa raspunda cerintelor operatorilor
economici, cu potential de brevetare si transfer tehnologic, care sa contribuie la suplimentarea
dietei cu noi surse de compusi polifenolici, cu impact in limitarea sau inhibarea proceselor
oxidative de la nivel celular, cu rol de prevenire si ameliorare.

Teza de doctorat intitulata ”Cercetari privind dezvoltarea unor produse alimentare cu
valoare adaugata prin exploatarea potentialului biologic activ al porumbului mov” a vizat
fundamentarea stiintificd a profilului fitochimic al extractelor de porumb mov, prin extractia,
optimizarea, cuantificarea si evaluarea in vitro a potentialului biologic activ si stabilirea unor
directii de valorificare a compusilor biologic activi din porumbul mov (Zea mays L.) prin
dezvoltarea unor tehnologii de obtinere a unor produse alimentare functionale cu beneficii pentru
sanatatea consumatorilor.

Cercetarile derulate pe parcursul studiilor de doctorat au vizat urmatoarele obiective
stiintifice:

= profilarea fitochimica a extractelor din porumb mov, prin extractia, optimizarea,
identificarea gi caracterizarea compusilor polifenolici din faina de porumb mov, in
corelatie cu proprietatile antioxidante si stabilitatea la procesarea termica, cu
scopul de a stabili conditiile optime de obtinere si pastrare a produselor bogate in
compusi biologic activi;

= evaluarea in vitro a potentialului biologic activ a extractului optimizat, prin testarea
capacitatii de a stimula activitatea metabolica a drojdiilor, din perspectiva utilizarii

fainii de porumb mov ca materie prima in industria alimentara;
-7-
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= evaluarea in vitro a potentialului biologic activ a extractului optimizat, prin
determinarea potentialului de inhibitie a unor enzime implicate in sindromul
metabolic;

= dezvoltarea unor variante tehnologice de valorificare a fainii de porumb mov ca
materie prima pentru obtinerea de produse gluten free, cu functionalitate ridicata,
caracterizarea produselor obtinute din punct de vedere fitochimic, senzorial si a
stabilitatii la depozitarea;

= dezvoltarea unor variante tehnologice de valorificare a fainii de porumb mov ca
materie prima pentru obtinerea de produse cu functionalitate ridicata, si
caracterizarea produselor obtinute din punct de vedere fitochimic, fizico-chimic,
senzorial si a stabilitatii la depozitarea.

Teza de doctorat este structurata in doua parti, dupa cum urmeaza:

l. STUDIUL DOCUMENTAR, intitulat ”Aspecte fundamentale referitoare la
functionalitatea tehnologica si nutritionala a compusilor biologic activi” este impartit in 2
capitole, ce prezinta rezumativ consideratii teoretice din literatura de specialitate referitoare la
compusii bioactivi din porumbul mov (Zea mays L.), subliniind implicatiile asupra sanatatii. Este
prezentat de asemenea structura glutenului, bolile asociate si provocarile tehnologice in
realizarea produselor fara gluten.

1. STUDIUL EXPERIMENTAL, intitulat ”Valorificarea compusilor bioactivi din
faina de porumb mov: Extractie, profil fitochimic si perspective pentru aplicarea
alimentara” cuprinde 3 capitole in care sunt evidentiate rezultatele studiilor de cercetare realizate
pe parcursul stagiului de doctorat, prezentate pe scurt dupa cum urmeaza:

CAPITOLUL 3, intitulat ”Extractia solid-lichid a compusilor biologic activi din faina
de porumb mov” prezintd rezultatele obtinute de la extractia, separarea, identificarea si
cuantificarea compusilor biologic activi din faina de porumb mov (antociani, polifenoli, flavonoide);
optimizarea si validarea extractiei antocianilor din faina de porumb mov, utilizdnd metode
spectrofotometrice si tehnici de cromatografie lichidd (HPLC) si evaluarea functionalitatii
extractului optimizat asupra activitatii metabolice a drojdiei selectate si a potentialului de inhibitie
a acestuia asupra unor enzime implicate Tn sindromul metabolic. De asemenea, capitolul cuprinde
rezultatele obtinute de la testarea stabilitatii termice a compusilor biologic activi si activitatii
antioxidante la diferite combinatii de temperatura-timp, modelarea cineticii de degradare cu
ajutorul modelelor cinetice de degradare, parametrii cinetici estimati, din perspectiva utilizarii fainii
de porumb mov in diferite aplicatii, care implica utilizarea tratamentului termic.

CAPITOLUL 4, intitulat ”"Aspecte tehnologice privind dezvoltarea unor produse
alimentare fara gluten, cu valoarea adaugata prin exploatarea potentialului biologic activ
al porumbului mov” prezinta rezultatele obtinute prin elaborarea unei tehnologii care
exploateaza potentialul functional al fainii de porumb mov, respectiv o tehnologie pentru obtinerea
biscuitilor fara gluten pe baza de faina de porumb mov si faina de orez.

CAPITOLUL 5, intitulat ”Aspecte tehnologice privind dezvoltarea unor produse
alimentare cu gluten prin exploatarea potentialului biologic activ al porumbului mov”
prezinta rezultatele obtinute prin elaborarea unei tehnologii care exploateaza potentialul
functional al fainii de porumb mov, respectiv o tehnologie pentru obtinerea chiflelor pe baza de
faina de porumb mov si faina de grau tip 650.
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Fiecare capitol al studiului experimental cuprinde urmatoarele subcapitole: Introducere,
Obiective, Materiale si metode, Rezultate si discutii, Concluzii partiale si Bibliografie.

CAPITOLUL 6, Concluzii finale, prezinta principalele concluzii rezultate in urma
experimentelor realizate.

Teza de doctorat cuprinde 126 pagini, in care sunt incluse 23 figuri si 24 tabele. Studiul
documentar reprezinta 25 % iar partea experimentala 75 %.

in final, sunt prezentate contributiile originale ale tezei de doctorat, cu impact in
dezvoltarea cunoasterii in domeniu si perspectivele propuse pentru continuarea cercetarilor,
precum si diseminarea rezultatelor obtinute in domeniul de cercetare abordat. Astfel, rezultatele
cercetarilor au fost valorificate prin elaborarea a 3 articole stiintifice, 2 publicate in reviste cotate
ISI (Foods, International Journal of Food Science and Technology) si 1 articol submis pentru
publicare (Food ChemistryX), precum si 7 comunicari la manifestari stiintifice reprezentative
pentru domeniul ingineriei produselor alimentare, din tara.

Activitatile de cercetare din cadrul tezei de doctorat au fost derulate cu ajutorul
infrastructurii moderne de cercetare a Centrului integrat de cercetare, expertizd si transfer
tehnologic (BioAliment-TehnlA) (www.bioaliment.ugal.ro), din cadrul Facultatii Stiinta si Ingineria
Alimentelor, Universitatea "Dunarea de Jos” din Galati.

Teza s-a realizat sub coordonarea stiintifica a Prof. univ. dr. ing. habil. Nicoleta
STANCIUC, in calitate de conducator de doctorat si a comisiei de indrumare alcatuita din: Prof.
univ. dr.ing. habil. Gabriela RAPEANU, Prof. univ. dr. ing. habil. luliana BANU si Prof. univ.
dr. ing. habil. luliana APRODU.
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CAPITOLUL 3. Extractia solid-lichid a compusilor biologic activi din
faina de porumb mov

3.1. Introducere

Porumbul mov (Zea mays L) a fost denumit recent ca ,superaliment”, datoritad continutului
sau remarcabil in polifenoli, cu potentiale beneficii pentru sanatate (Lee si colab. 2021). Antocianii
sunt compusi din porumbul mov, cum ar fi cianidin-3-O-dimalonilglucozida, cianidin-3-O-glucozid,
pelargonidin-3-O-glucozid, peonidin-3-O-glucozid, distribuiti in frunze, stiuleti si seminte (Cuevas
Montilla si colab. 2011). Pe langa polifenoli, si Tn special antociani, porumbul mov este o sursa
bogata de acizi fenolici, carotenoide, flavonoide, amidon rezistent, fibre alimentare, minerale
(fosfor, potasiu si magneziu), vitamine (A, B, E si K), fitosteroli (Siyuan si colab. 2018). De
exemplu, compusi relevanti, cu efecte pozitive pentru sanatate au fost identificati de Lee si colab.
(2021), cum ar fi doi alcaloizi (sinomenina si codeina), responsabili pentru o gama larga de
activitati biologice, inclusiv proprietati antiinflamatorii si antispastice. In plus, Lee si colab. (2021)
au raportat prezenta acizilor cilandelat, linoleic si docosahexaenoic, tiotropiu, bisoprolol, acid
glicocolic, 6-gingerol, 4-metilumbelliferona. Beneficiile asociate sanatatii a acestor compusi includ
efect neuroprotector, antiinflamator, anti-greata, antioxidant, antidiabetic, anticancerigen,
promovarea circulatiei sanguine si reglarea tensiunii arteriale si controlul nivelului de colesterol
etc.

Datorita abundentei de substante bioactive, porumbul mov poate fi folosit in diferite
aplicatii alimentare, farmaceutice, nutraceutice si biotehnologice si, astfel, se deschid perspective
de dezvoltare a unor produse functionale, care pot ajuta la ameliorarea bolilor asociate stilului de
viata, cum ar fi obezitatea, diabetul, hiperglicemia, hipertensiunea si bolile cardiovasculare. O
etapa considerata critica pentru valorificarea antocianilor din porumbul mov in diferite aplicatii
este eficienta extractiei si stabilitatea compusilor. Prin urmare, in timpul extractiei este esential sa
se optimizeze raportul solid-lichid, timpul de extractie si temperatura, pentru a maximiza
capacitatea de extractie, minimizand in acelasi timp timpul de extractie. in al doilea rand, timpul
prelungit de extractie (Zhang si colab. 2014) sau temperaturile ridicate (Piyapanrungrueang si
colab. 2016) pot creste randamentul de extractie in antociani, dar aceste conditii reduc, de
asemenea, stabilitatea antocianilor. Cu toate acestea, mai multi factori pot afecta eficienta
extractiei polifenolilor, cum ar fi tipul de solvent, dimensiunea particulelor de materie prima,
raportul lichid/material, concentratia de solvent, viteza de agitare, timpul de extractie, temperatura
de extractie etc.

3.2. Obiectivele studiului
Obiectivele studiului aferent acestui capitol au fost:

. Testarea unor tehnici de extractie a compusilor polifenolici din faina de porumb mov din
perspectiva obtinerii unor extracte de inalt nivel calitativ, in ceea ce priveste randamentele de
extractie, concentratia si profilul compusilor biologic activi;

. Evaluarea calitativa si cantitativa a profilului fitochimic si antioxidant a extractelor obtinute
prin tehnici de cromatografie lichida de inalta performanta;

" Optimizarea si validarea extractiei antocianilor din faina de porumb mov (FPM), prin
testarea influentei urmatorilor patru factori: timpul de extractie, temperature de extractie, raportul
lichid/solid si concentratia de etanol, cu scopul de a optimiza conditiile de extractie a antocianilor
din FPM. A fost utilizatd matricea Box-Behnken (BBD) cu patru factori si trei niveluri de

-10 -
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semnificatie, cu trei replici in punctele centrale. Consecutiv, modelul de extractie validat a fost
analizat si ar putea oferi referinta pentru aplicarea pe scara larga a extractiei polifenolilor din FPM;

. Evaluarea calitativa si cantitativa a profilului fitochimic si antioxidant a extractului optimizat
si validat, folosind tehnici de evaluare spectrofotometrice si de cromatografie lichida de inalta
performanta. Extractul optimizat a fost analizat pentru continutul de polifenoli totali, flavonoide
totale si activitatea antioxidanta, in timp ce profilul avansat s-a stabilit prin analize cromatografice.

. Studiul cineticii de degradare termica a antocianilor din extract in corelatie cu activitatea
antioxidanta, din perspectiva evaluarii comportamentului la procesare si utilizarii extractelor ca
ingrediente in industria alimentara

. Evaluarea functionalitatii prin testarea eficientei extractului validat asupra activitatii
metabolice a drojdiei selectate, din perspectiva utilizarii FPM ca materie prima pentru productia
de bioetanol si/sau adjuvanti in aplicatii alimentare; s-a urmarit efectul concentratiilor diferite de
extract de FPM asupra parametrilor specifici cum ar fi multiplicarea, viabilitatea celulelor de
drojdie si dinamica fermentatiei alcoolice;

" Evaluarea unor proprietati biologice a extractului optimizat prin determinarea potentialului
de inhibitie a unor enzime implicate in sindromul metabolic.

3.3. Materiale si metode
Material vegetal

Faina de porumb mov (Zea mays L.) a fost achizitionata de la un producator local (judetul
Braila, Romania). Faina cu un continut de apa < 12% a fost pastrata in pungi de hartie inchise la
culoare la 4 °C.

Tulpina de drojdie

Drojdia de panificatie liofilizata, Saccharomyces cerevisiae (Puratos, Andenne, Belgia) a
fost reactivata, prin cultivare stationara in must de malt steril, timp de 24 de ore la temperatura
camerei. O concentratie de culturd activatd de 5x10” UFC/mL mediu fermentativ a fost utilizata
ca inocul vegetativ atat in probele de multiplicare, cat si de fermentatie alcoolica.

3.4. Metode utilizate pentru analiza comparativa a diferitelor tehnici de extractie

Extractia este separarea compusilor biologic activi din plante cu ajutorul solventilor
selectivi, folosind proceduri standard (Handa si colab. 2008). Scopul tuturor extractiilor este de a
separa compusii metabolici solubili ai plantei de partile celulare insolubile (reziduu). Tnainte de
extractie unele matrici au nevoie de pregatire preliminara (Azwanida, 2015). Porumbul mov face
parte din aceasta categorie, pregatirea preliminara a acestuia fiind reprezentata de macinare
urmata de o maruntire find cu scopul de a mari suprafata de contact dintre matrice si solventi,
urmarindu-se o extractie cat mai mare a compusilor polifenolici. Pentru extractia compusilor
antioxidanti si pentru determinarea activitatii antioxidante din faina de porumb mov pregatita in
prealabil s-au ales atéat tehnici de extractie conventionale: extractia folosind drept solvent apa si
extractia cu solventi organici; dar si tehnici de extractie neconventionale: extractia asistata de
ultrasunete.

Extractia cu solventi

Extractia cu solventi face parte dintr-un proces de extractie cunoscut sub numele de
extractie solid-lichid. in experimentele efectuate au fost utilizate urmatoarele variante:
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Varianta experimentala de extractie 1 reprezentata de o extractie in apa distilata. O cantitate
de 1 g de faina de porumb mov, pregatita in prealabil prin macinare la o rasnita de bucatarie, s-a
solubilizat in 10 ml apa distilata la pH 4,5. Proba omogenizata a fost centrifugata la 6000 rpm,
timp de 15min. Din supernatantul rezultat s-au determinat: continutul de antociani monomerici,
utilizdnd metoda pH-ului diferential, continutul de flavonoide totale, continutul de polifenoli totali
prin metoda colorimetrica Folin-Ciocalteu si activitatea antioxidanta.

Varianta experimentala de extractie 2 reprezentata de o extractie in etanol. O cantitate de 1 g
de faina de porumb, pregatita in prealabil prin macinare la o rasnita de bucatarie, s-a amestecat
cu 10 ml (1:10) de etanol (70%). Proba omogenizata a fost centrifugata la 6000 rpm/15min. Din
supernatant s-au determinat: continutul de antociani monomerici utilizdnd metoda pH-ului
diferential, continutul de flavonoide totale, continutul de polifenoli totali prin metoda colorimetrica
Folin-Ciocalteu si activitatea antioxidanta.

Varianta experimentala de extractie 3 reprezentata de o extractie in solventi organci, etanol
(70%) si HCI 1N. Aceasta este metoda clasica de extractie a antocianilor din materialele vegetale.
Aceasta procedura implica macerarea sau inmuierea materialului vegetal in etanol contindnd o
concentratie mica de acid mineral (de exemplu, HCI) (Rodriguez-Saona, 2001). Acidul realizeaza
ruperea peretilor vegetali ai plantei si eliberarea compusilor. 1 g de faina de porumb, pregatita in
prealabil, s-a solubilizat in 9 ml etanol (70%) si 1ml HCI 1N. Proba a fost omogenizata si
centrifugata la 6000rpm/15 min. Din supernatant s-au determinat: continutul de antociani
monomerici utilizand metoda pH-ului diferential, continutul de flavonoide totale, continutul de
polifenoli totali prin metoda colorimetrica Folin-Ciocalteu si activitatea antioxidanta

Varianta experimentala de extractie 4 reprezentatd de o extractie in solventi organci, etanol si
HCI 1N, urmata de o extractie asistata de ultrasunete. O cantitate de 1 g de faina de porumb,
pregatita in prealabil, s-a solubilizat in 9 ml etanol si 1ml HCI 1N. Proba a fost omogenizata si
supusa ulterior unei extractii cu ultrasunete la 30 min/30°C fiind apoi centrifugata la 6000
rpm/15min. Din supernatant s-au determinat: continutul de antociani monomerici utilizand metoda
pH-ului diferential, continutul de flavonoide totale, continutul de polifenoli totali prin metoda
colorimetrica Folin-Ciocalteu si activitatea antioxidanta

Varianta experimentala de extractie 5 reprezentata de o extractie in solventi organci, etanol si
HCI 1N, urmata de o extractie asistatd de ultrasunete. O cantitate de 1 g de faina de porumb,
pregatitad in prealabil, s-a solubilizat in 9 ml etanol si 1ml HCI 1N. Proba a fost supusa ulterior
unei extractii cu ultrasunete la 60 min/30°C fiind apoi centrifugata la 6000 rpm/15 min. Din
supernatant s-au determinat: continutul de antociani monomerici utilizdnd metoda pH-ului
diferential, continutul de flavonoide totale, continutul de polifenoli totali prin metoda colorimetrica
Folin-Ciocalteu si activitatea antioxidanta.

Toate experimentele de extractie s-au realizat Tn triplicat.

3.4.1. Caracterizarea fitochimica a extractelor
Determinarea continutului de antociani monomerici prin metoda pH-ului diferential

Continutul de antociani monomerici s-a determinat printr-o metoda bazata pe proprietatea
antocianilor de a-si schimba culoarea in functie de pH, prin metode spectrofotometrice validate si
anume metoda pH-ului diferential, care este o metoda rapida ce nu necesita o hidroliza prealabila
a materiilor prime. Pigmentii antocianici monomerici isi pot schimba in mod reversibil culoarea in
functie de pH, astfel, la pH=1,0 forma predominanta este colorata, in timp ce la pH=4,5 predomina
forma incolora. Diferenta dintre absorbanta a pigmentilor la 520 nm este proportionala cu
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concentratia de pigmenti. Rezultatele sunt exprimate ca cianidin 3-glucozid. Antocianii degradati
sub forma polimerica nu sunt influentati de modificarea valorii de pH si nu se tine cont de ei
deoarece absorb atat la pH=4,5, cat si la pH=1,0. Concentratia pigmentilor antocianidinici a fost
exprimata ca echivalenti cianidin-3-glucozidici (C3G) (ecuatia 3.1.):

AXMWxDFx103
exl

Antociani (mg C3G/g) = (3.1)

unde:

A = (As20 nm — A700 nm) pH 1,0 — (As20 nm — A700 nm) pH 45, MW (masa moleculara) = 449,2 g/mol pentru
C3G; DF = factorul de dilutie; | = latimea cuvetei, in cm; € = 26 900, coeficient molar de extinctie
pentru cianidin-3-glucozid, L/mol-cm, 10%= factorul de conversie de la g la mg.

Determinarea continutului de flavonoide totale

Pentru determinarea continutului de flavonoide totale s-a utilizat metoda colorimetrica,
modificata. Peste 0,25 mL extract de porumb mov diluat au fost adaugati 1,25 mL apa distilata si
0,075 mL solutie nitrit de sodiu 5%. Amestecul a fost lasat la temperatura camerei 5 minute, dupa
care s-au adaugat 0,15 mL solutie clorura de aluminiu 10%. Dupa un repaos de 6 minute se
adauga 0,5 mL hidroxid de sodiu 1M si apa distilata pana la volum de 3 mL. Absorbanta
amestecului a fost masurata imediat la 510 nm, continutul de flavonoide totale fiind exprimat in
mg/g pudra liofilizatd echivalenti catehinici, prin urmare s-a construit si o curba etalon folosind
catehina.

Determinarea continutului de polifenoli totali prin metoda colorimetrica Folin-Ciocéalteu

Pentru determinarea continutului de compusi fenolici s-a utilizat metoda modificata Folin-
Ciocalteu. 200 pl de extract a fost diluati in apa distilata (15,8 mL), peste care s-a adaugat 1 mL
reactiv Folin-Ciocalteu. Dupa 10 minute s-au adaugat 3 mL de solutie carbonat de sodiu 20 %,
iar dupa alte 60 de minute, in care amestecul a stat la intuneric, s-a determinat absorbanta la
lungimea de unda 765 nm. Continutul de compusi fenolici a fost exprimat ca mg acid galic/ g
pudra liofilizata, utilizandu-se si o curba etalon de acid galic.

Determinarea activitatii antioxidante

Pentru determinarea activitatii antioxidante s-a utilizat protocolul de masurare a activitatii
antiradicalice asupra DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) descris de Ursu si colab. (2020). Un volum
de 3,9 mL solutie de DPPH- reactioneza cu 100 pL proba diluata timp de 90 de minute, la
temperatura camerei, la intuneric. Absorbanta solutiei a fost citita la 515 nm. Activitatea
antioxidanta a extractelor s-a exprimat in mMol Trolox/g SU prin raportare la o curba etalon.

Identificarea compusilor biologic activi prin tehnici de cromatografie lichida

Extractele din faina de porumb mov a fost analizat cu ajutorul unui sistem HPLC Thermo
Finnigan Surveyor, controlat de sistemul software Xcalibur (Finnigan Surveyor LC, Thermo
Scientific, USA), conform metodei descrise de Turturica, si colab. (2016). Extractul a fost filtrat
printr-un cartus C18 Sep-Pack (Cartridge-Waters, USA) pentru a putea separa antocianii. Profilul
de eluare cromatografic a fost realizat cu o coloana de faza stationara Synergi 4u Fusion-RP 80A
(150 x 4,6 mm, 4 pm) la o temperatura optima a coloanei de 25°C. Faza mobila a fost constituita
din metanol 100% (A) si acid formic 10% (B). S-a injectat un volum de 10 ul de proba la o viteza
de curgere de 1 ml/min, in timp ce elutia a fost efectuata in urmatoarele conditii de gradient: 0-20
min, 9-35% (A); 20-30 min, 35% (A); 30-40 min, 35-50% (A); si 40-55 min, 50-9% (A). Toate
probele au fost filtrate printr-un filtru cu seringa de 0,22 ym (Bio Basic Canada Inc., ON, Canada)
Tnainte de injectarea in aparat.
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3.4.2. Metode utilizate in experimentele de optimizare si validare a extractiei solid-lichid
asistata de ultrasunete

Conditiile optime de extractie a antocianilor monomerici (TAC) au fost estimate conform
Dumitrascu si colab. (2019), folosind functia de optimizare a raspunsului, disponibila in software-
ul Minitab 18. Experimentele de validare au fost efectuate in trei exemplare, in conditiile
optimizate, rezultatele experimentale fiind comparate cu valorile prezise de model, pe baza
coeficientului de variatie (CV, %) si a erorilor procentuale. Caracterizarea fitochimica a extractului
optimizat a urmarit: determinarea continutului total de antociani monomerici, determinarea
continutului de polifenoli si activitatea antioxidanta.

Determinarea continutului de antociani totali a urmarit protocolul utilizat de Lao si Giusti,
(2016) pentru cuantificarea antocianilor. Pe scurt, antocianii au fost extrasi din pulberi de porumb
mov folosind un amestec 9:1 (v/v) de etanol 70 % si HCI 1N. Dupa extractie, supernatantul obtinut
in urma centrifugarii la 6000 rpm/15 minute a fost supus operatiei de masurare a absorbantei cu
ajutorul spectrofotometrului (Spectrofotometru UV-VIS cu fascicul dublu cu software de analiza a
datelor, JENWAY) la o lungime de unda de 535 nm. Experimentele au fost realizate n triplicat.
TAC a fost calculate cu Ecuatia 3.2.:

TAC (mg/g) = (o)

98,2x X

3.2)

In care:

98,2 — unitate de conversie; A - absorbanta probei la 535 nm, DF - factorul de dilutie; V — Volum
de extract (ml); x — Masa FPM utilizata la extractie (g).

Determinarea activitatii antioxidante a fost efectuata dupa protocolul descris anterior de Ursu
si colab. (2020). Pe scurt, 0,1 ml de solutie de extract (1 mg/ml) au fost amestecati cu 2,9 ml de
DPPH 0,1 mM in solutie de metanol si lasati timp de 60 de minute la intuneric. Absorbanta a fost
masurata la 515 nm folosind un spectrofotometru (Jenway, UK). Activitatea de captare a
radicalilor DPPH a fost exprimatad ca mMol echivalenti Trolox/g SU utilizand o curba etalon.

Determinarea continutului flavonoide totale (TFC). Metoda colorimetrica a fost utilizata pentru
a determina continutul total de flavonoide. Continutul total de flavonoide se determina prin
intermediul curbei standard de catehine care este exprimata in mg echivalenti de catehina/g
pulbere liofilizata.

Determinarea continutului total de polifenoli prin metoda colorimetrica Folin-Ciocalteu
(TPC). Pentru determinarea continutului de compusi fenolici a fost utilizatd metoda Folin-
Ciocélteu modificata. Metoda se bazeaza pe reducerea chimica a reactivului Folin-Ciocalteu, un
amestec de oxizi de wolfram si molibden.

3.4.3. Analiza cromatografica a compusilor biologic activi din extractul optimizat

Separarea si identificarea compusilor bioactivi din extractul optimizat cu FPM a fost
efectuata cu ajutorul unui sistem HPLC Agilent 1200 echipat cu autosampler, degazor, sistem de
pompa cuaternara, detector cu lungimi de unda multiple (MWD) (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA). O coloan& Synergi Max-RP-80 A (250 x 4,6 mm, cu dimensiunea particulei 4 pum,
Phenomenex, Torrance, CA, SUA) a fost utilizata pentru separarea compusilor polifenolici. Pentru
separarea flavonoidelor si compusilor polifenolici din extractul de FPM, solventul A a fost alcatuit
din apa ultrapura:acetonitril:acid formic intr-un raport de 87:3:10 (v/v/v), in timp ce solventul B din
apa ultrapura:acetonitril: acid formic intr-un raport de 40:50:10 (v/v/v) (Antoniolli si colab. 2015).
Sistemul a fost spalat cu acesti doi solventi cu un debit de 0,5 mI/min la 30°C folosind un volum
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de injectie de 20 pL, folosind urmatorul gradient: 0 min — 94% A; 20 min — 80% A; 35 min — 60%
A, 40 min — 40% A, 45 min — 10% A.

Timpul de rulare a metodei a fost de 80 min, cu detectie la lungimea de unda la 280 nm si
320 nm. Pentru detectarea antocianilor, s-a utilizat lungimea de unda de 520 nm in conditiile
mentionate anterior, folosind un debit de 1,0 ml/min si o duratd de functionare a metodei de 50
de minute. Pentru identificarea compusilor bioactivi din extractul de FPM s-a efectuat o
comparatie a timpilor de retentie pentru peak-urile obtinute cu cele obtinute pentru solutii
standard, in timp ce cuantificarea s-a realizat prin curbe de calibrare externa folosind aria peak-
urilor. Datele au fost prelucrate cu software-ul Chemstation, versiunea B.04.03 (Lao si Giusti,
2015) (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SUA). Rezultatele au fost exprimate in mg/100 g
SuU.

3.4.4. Modele matematice utilizate pentru optimizarea extractiei

Pentru a optimiza extractia antocianilor din FPM, a fost aplicatda metoda suprafetei de
raspuns (RSM). A fost folosit un design Box-Behnken (BBD) cu patru factori, trei niveluri, si trei
replici In punctele centrale, si anume: timpul (X1), temperatura (X2), raportul lichid/solid (X3) si
concentratia de etanol (X4) alese ca variabile independente asa cum se arata in Tabelul 3.1.

Tabel 3.1. Codificarea variabilelor independente luate in considerare Tn proiectarea Box-Behnken

Variabile independente

Nivele . Temperatura Raportul .
Timp (ore) °C) lichid/solid Concentratia de
etanol (%)
X2 (mL/g)
X1 Xa
X3
-1 1 20 10 20
0 3 30 20 50
+1 5 40 30 80

O cantitate de 1 g de FPM a fost céantarita si amestecatd cu solventi organici in
concentratiile prezentate in Tabelul 3.1. Probele au fost centrifugate la 6000 rpm timp de 15
minute, iar supernatantul a fost colectat si analizat in continuare pentru continutul de antociani
totali (TAC). Au fost efectuate 27 de experimente, datele experimentale pentru raspuns (Tabelul
3.2) au fost ajustate folosind un model polinom de ordinul doi (Ecuatia 3.3.):

Y= B+ Z{'(=1 Bix; + Z{'c=1 Bii xiz + Zj Z?:z Bij xix; (3.3)

unde: Y este raspunsul, x_i,x_j sunt variabilele independente (cu i si j variind intre 1 si k), B0 este
o constanta, in timp ce Bi, Bii si Bij sunt coeficientii de regresie ai termenilor liniari, patratici si de
interactiune, k este numarul de variabile independente.

3.4.5. Tratamentul termic

in comparatie cu colorantii sintetici, pigmentii antocianici sunt mai susceptibili la
degradarea la tratamentul termic. In studiul de evaluare a stabilitatii la tratamentul termic, o
cantitate de 8 g de proba a fost omogenizata in 80 ml solvent (etanol 70% si HCI 1N in raport de
9:1). Extractul obtinut a fost supus unei extractii avansate cu ultrasunete 60min la 30°C fiind apoi
centrifugat la 4°C, 5000rpmin/ 20 min. Supernatantul a fost concentrat, folosindu-se un
concentrator sub vid AVC 2-18, CHRIST. Concentratul obtinut a fost solubilizat cu apa acidulata
la pH 4,5, realizandu-se o noua extractie asistatd cu ultrasunete si centrifugare la aceeasi
parametri. Din supernatantul obtinut s-au realizat urmatoarele analize: degradare cinetica si
identificare a compusilor biologic activi prin tehnici de cromatografie lichida. Tratamentul termic
s-a realizat in urmatoarele intervale de temperatura si timp: 80°C (0, 10, 20, 30 40 min), 90°C (0,
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10, 20, 30 min), 100°C — 110°C (0, 5, 10, 15 min), 120°C - 180°C (0, 2, 5, 7 min). S-a determinat
continutul total de antociani si activitatea antioxidanta. Toate probele s-au realizat in triplicat.
3.4.6. Cinetica de ordinul | de degradare a compusilor polifenolici

Cinetica de degradare a multor compusi din sistemele alimentare poate fi descrisa cu

ajutorul modelului cinetic de ordinul |, descrisa in ecuatia (3.4.) (Villota si Hawkes, 2007):

dac
—=—k-C (3.4)

unde k este constanta vitezei de degradare (min™). Prin integrare, ecuatia (3.4.) devine (3.5.):

—In(2) =k-t (35.)
Timpul de injumatatire (t12) este dat de ecuatiile 3.6. si 3.7.:
1

Expresiile matematice de mai sus indica faptul ca timpul de injumatatire si constanta
vitezei a reactiilor de ordinul | sunt independente de concentratia initiala. Efectul temperaturii
pentru reactiile de ordinul | este dat ecuatia lui Arrhenius (3.8.):

Ink =Ink, — 22 (3.8)

R'T

unde ko — factor de coliziune, Ea — energia de activare, R — constanta universala a gazelor (R =
8,314 J/mol - K), T — temperatura absoluta (°K).

Timpul de reducere zecimala (D) este timpul necesar pentru degradarea cu 90% a
concentratiei initiale de compus. Pentru reactiile de ordinul |, valoarea lui D se calculeaza in
functie de constanta vitezei de reactie (3.9.):

In(10)
k

D (3.9

Parametrul z descrie dependenta lui D in functie de temperatura si reprezinta temperatura
necesara pentru ca valoarea lui D sa se reduca cu 10%.

3.4.7. inmultirea si viabilitatea celulelor de drojdie

Pentru aprecierea stadiului de multiplicare a celulelor de drojdie s-au efectuat trei probe,
in care s-a adaugat extract concentrat din FPM la 100 mL de mediu steril (must lichid de malt,
LMM), in diferite concentratii, astfel: 0,3% (V1), 0,6% (V2) si, respectiv, 1,2% (V3). Densitatea
populatiei de drojdie a fost analizata printr-o metoda directd de numarare a celulelor folosind
camera Thoma, timp de 72 de ore (0 h, 8 h, 12 h, 24 h, 48 h, 72 h) la 25°C, in conditii de cultivare
stationara. Analiza viabilitatii drojdiei a fost examinata prin microscopie in prezenta indicatorului
albastru de metilen, pe baza capacitatii de reducere a indicatorului redox de la forma oxidata
albastra (albastru) la forma redusa un leuco-derivat (incolor). A fost efectuat un test de control
fara adaugare de extract (MV).

3.4.8. Dinamica fermentatiei alcoolice

Dinamica de fermentatie a celulelor de drojdie a fost determinatd folosind aceeasi
concentratie de extract din FPM ca si pentru studiul de multiplicare, probele fiind codificate cu F.
Procesul de fermentatie a fost analizat timp de 144 ore (Oh, 8h, 12h, 24h, 48h, 72h, 144) la 25°C
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in conditii anaerobe pentru cultura stationara. Concentratia de inocul adaugata pentru ambele
determinari a fost de 0,32 ml pentru fiecare proba. A fost efectuat un test de control fara extract
(MF).

3.4.9. Activitatea de inhibare enzimatica a extractului validat

Extractul optimizat a fost dizolvat in PBS 0,1 M la pH 6,9 la o concentratie de 5 mg/mL,
iar din aceasta concentratie s-au efectuat dilutii in serie. Rezultatele pentru testele de inhibitie a
enzimelor sunt exprimate ca o medie a trei probe, iar concentratia de inhibitie de 50% (IC50) a
fost calculata din regresia liniara a activitatilor inhibitoare (%) faté de concentratiile extractului,
folosind urmatoarea ecuatie pentru activitatea inhibitoare (Ecuatia 3.10.):

Efectul inhibitor (%) = %xloo (3.10.)

unde: Ac = absorbanta martorului, As = absorbanta probei. in toate experimentele, absorbanta
probei martor (amestecul care contine extract si solutie de substrat fara enzima inlocuita cu
buffer) au fost inregistrate si scazute din absorbanta.

3.4.10. Activitatea de inhibare a activitatii tirozinazei

Capacitatea inhibitoare a tirozinazei (din Agaricus bisporus, 21000 unitatimg solid) a
extractului optimizat a fost realizatd conform protocolului descris de Meziant si colab. (2021), prin
amestecarea unui volum de 0,5 ml solutie de extract cu 0,8 mL solutie de tirozinaza (46 U/ml),
2,0 mL PBS (0,1 M, pH 6,9) si incubare 15 minute la 37°C. Ulterior, s-a adaugat 1 ml de L-DOPA
(2,5 mMin 0,1 M PBS la pH 6,9) pentru a initia reactia, urmata de incubare timp de 10 minute la
37°C si citirea absorbantei la 492 nm (Jenway, UK). Activitatea inhibitoare a tirozinazei a fost
exprimata ca IC50 (mg/ml), utilizand acid kojic ca standard.

3.4.11. Activitate de inhibare a activitatii a-amilazei

Pentru testul de inhibitie al a-amilazei, un volum de 100 pl solutie extract optimizat cu
diferite concentratii, a fost adaugat peste 100 pl solutie de enzima a-amilaza (1 mg/ml PBS) si
incubat la temperatura camerei timp de 10 minute. Apoi, a fost adaugat un volum de 100 pl solutie
de amidon 1%, urmat de incubare la 37 ° C timp de 20 de minute. In cele din urma, s-au adaugat
0,2 ml de acid dinitro-salicilic si probele au fost mentinute pe baie de apéa la 98°C timp de 10
minute. Amestecul final a fost diluat in 2 ml de apa distilata si absorbanta a fost citita la 540 nm.
Activitatea inhibitoare a a-amilazei a fost exprimata ca IC50 mg/ml, folosind acarboza ca
standard.

3.4.12. Activitate de inhibare a activitatii a-glucozidazei

Metoda descrisa de Meziant si colab. (2021) a fost folosit pentru a evalua efectul potential
inhibitor al extractului asupra a-glucozidazei. Pe scurt, 100 pyL de extract cu diferite concentratii
au fost amestecati cu 20 pl de solutie de enzima (1 mg/ml in tampon PBS 0,1 M, pH 6,9), urmat
de mentinere timp de 10 minute la 37°C. Ulterior, s-a adaugat un volum de 40 pl de p-nitrofenil-
a-D-glucopiranozida 5 mM in 0,1 M PBS (pH 6,9), acesta fiind incubat la 37°C timp de 20 min,
urmat de citirea absorbantei la 405 nm. Activitatea inhibitoare a a-glucozidazei a fost exprimata
ca IC50 mg/ml, folosind acarboza ca standard.

3.4.13. Activitate de inhibare a activitatii lipazei

Metoda a implicat hidroliza palmitatului de p-nitrofenil la p-nitrofenol si cuantificare la
lungimea de unda de 400 nm. Solutia de lipaza (1,0 mg/ml in PBS, pH 7,0) a fost amestecata cu
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extractul de FPM la concentratii cuprinse intre 0 si 7,2 mg/ml si lasata pe gheata timp de 5 minute.
La amestecul de reactie, s-au adaugat 330 pl de substrat, reprezentat 20 yl de palmitat de p-
nitrofenil 20 mM in PBS 0,1 M (pH 7,0), 0,6% (v/v) Triton X-100 si 0,15% (g/v) guma arabica.
Reactia enzimatica a fost initiata prin adaugarea a 50 ul de solutie de extract de lipaza/FPM in
amestecul de substrat si incubare la 37°C timp de 20 de minute. Activitatea inhibitoare a lipazei
a fost exprimata in IC50 (mg/ml), utilizand orlistat ca standard

3.4.14. Prelucrare statistica

Rezultatele sunt exprimate ca valori medii. Analiza de regresie in trepte a fost efectuata
utilizédnd software-ul Minitab 18. Semnificatia statistica a ecuatiei polinomiale (pe baza valorii p)
a fost evaluata folosind ANOVA, precum si coeficientii de regresie ai termenilor individuali liniari
si patratici. Precizia si validitatea modelului au fost evaluate in termeni de coeficient de
determinare (R2), in timp ce testul care verifica adecvarea modelului de regresie si testul F au
fost considerate semnificative la valoarea p < 0,05.

3.5.  REZULTATE $I DISCUTII

3.5.1. Analiza comparativa a unor tehnici de extractie a compusilor biologic activi din
faina de porumb mov

In Tabelul 3.2. este prezentat profilul fitochimic global al celor 5 variante de extracte.

Tabel 3.2. Continutul in antociani, flavonoide, polifenoli totali si activitatea antioxidanta a extractelor din
porumb mov

Compusi fitochimici Varianta 1 Varianta 2 Varianta 3 Varianta 4 Varianta 5
Antociani, C3G, mg/g SU 1,48+0,16° 2,96+0,072 2,38+0,38% 2,33+0,65% | 2,09+0,24%
Flavonoide, mg EC/ g SU 0,77+0,032 0,67+0,10%° 0,660,052 0,58+0,05° 0,51+0,06°
Polifenoli, mg EAG/g SU 0,93+0,06° 1,48+0,022 1,12+0,70% 1,22+0,07° 1,22+0,11°

Activitate antioxidanta, mM 3,03+0,12° 5,35+0,412 4,76+0,132 4,92+0,782 4,82+0,012
Trolox/g SU

* valorile din acelasi rand care nu impartasesc o litera (a, b) sunt diferite din punct de vedere statistic (p < 0,05) conform
metodei Anova, testul Tukey (nivel de incredere 95%)

Din Tabelul 3.1. se observa ca profilul fitochimic global al celor 5 variante de extracte
variaza. De exemplu, cantitatea totala de antociani (TAC) variaza intre 1,48 mg C3G/g (varianta
1) si 2,96 mg C3G/g (varianta 2), iar continutul total de polifenoli (TPC) variaza intre 0,93 mg
EAG/g si 1,48 mg EAG/g. Intr-un studiu realizat de Zhang si colab. (2019), pe 20 genotipuri de
porumb mov, continutul fenolic total (TPC) al porumbului mov a variat de la 69,1 la 225,1 mg
EAG/g SU, iar continutul total de antociani (TAC) a fost de la 12,8 la 93,5 mg echivalenti C3G / g
SU. Cuevas-Montilla si colab. (2011) au raportat ca TPC si TAC din noua soiuri de porumb mov
bolivian au prezentat concentratii variabile, intre 3,1-8,2 mg EAG / g porumb, respectiv 0,02-0,7
mg C3G/g porumb. Niveluri similare de TPC au fost observate in sase genotipuri de porumb mov
(4,5-10,5 mg EAG/g porumb), dar s-au nregistrat valori mai mici de TAC (0,003-0,7 mg C3G/g
porumb) (Zili¢ si colab. 2012).

In prezentul studiu, continutul total de flavonoide (TFC) variaza intre 0,51 mg EC/g
(varianta 5) si 0,77 mg EC/g (varianta 1), iar activitatea antioxidanta variaza intre 3,03+0,12 mM
Trolox/g SU si 5,35+0,41 mMol Trolox/g SU. Yang si Zhai (2010), au realizat un studiu comparativ
al activitatii antioxidante intre stiuletele de porumb mov si boabele de porumb mov prin mai multe
metode de investigatie, inclusiv DPPH. DPPH-ul este redus de polifenoli si antociani prin donare
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de hidrogen, formand DPPH-H* redus. Schimbarile de culoare de la violet la galben dupa
reducere pot fi cuantificate prin scaderea absorbtiei sale la lungimea de unda 515 nm (Bondet si
colab.1997; Chang si colab. 2007). Stiuletele de porumb mov a prezentat o activitate antioxidanta,
exprimata prin inhibitie, mai mare de 98,3% decat boabele de porumb mov (95,7%), la
concentratii de 1,0 mg/ml. Pentru a cuantifica in continuare activitatea antioxidanta, a fost calculat
IC50. La masurarea activitatii antioxidante folosind diferite sisteme de extractie s-a observat ca
adaugarea in procente diferite a metanolului are o influentd semnificativa asupra activitatii
antioxidante. Cel mai bun raspuns, tindnd cont de sistemul de extractie aplicat pentru testul
DPPH, a fost 80:20, metanol : apa acidulata cu HCI 1% (1 N), care a aratat un raspuns mai bun
cu un IC50 de 66,3 pg/ ml. Valorile DPPH, IC50 observate la extractele de porumb violet sunt
semnificativ mai mici comparativ cu cele ale altor specii de plante (Ramos-Escudero si colab.
2012). De exemplu, Benvenuti si colab. (2004) au raportat valori IC50 pentru mure (R. fruticosus
L.) intre 4,6 si 9,5 mg/ml, zmeura (R. idaeus L.) intre 5,5 si 10,9 mg/ml pentru coacaz negru (R.
nigrum L.) intre 1,0 si 4,2 mg/ml, coacaz rosu (R. rubrum L.) intre 4,3 si 5,9 mg/ml si aronia negru
(A. melanocarpa Elliot) de 1,8 mg / ml.

Din datele experimentale prezentate in Tabelul 3.2. se poate concluziona extractia
hidroalcoolica (etanol 70%) a permis obtinerea unui extract cu un profil fitochimic global superior.

3.5.2. ldentificarea si separarea cromatografica a compusilor antioxidanti din extractul de
porumb mov

Profilul HPLC-DAD al extractului din faind de porumb mov obtinut prin extractia asistata
de ultrasunete la 30°C/60 min a permis identificarea a sase compusi principali (Figura 3.1.), dupa
cum urmeaza: cianidin-3-0O-glucozid, pelargonidin-3-O-glucozid, peonidin-3-O-glucozid, cianidin-
3-0-(6"-malonilglucosid), pelargonidin-3-O-(6"-malonilglucozid) Si peonidin-3-O-(6"-
malonilglucozid). Cei doi compusi majoritari au fost cianidin-3-O-glucozid si forma sa acilata
cianidin-3-O-(6"-malonilglucozid). Compusul care a inregistrat cel mai mic continut a fost forma
acilata de pelargonidin-3-O-glucozid.
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30 40 50
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Figura 3.1. Profilul cromatografic al extractului de faina de porumb mov — Peak 1 - cianidin-3-O-glucozid;
Peak 2 - pelargonidin-3-O-glucozid; Peak 3 - peonidin-3-O-glucozid; Peak 4 - cianidin-3-O-(6 -
malonilglucozid); Peak 5 - pelargonidin-3- O-(6 " - malonilglucozid) si Peak 6 - peonidin-3-O-(6"-

malonilglucozid)
Yang si colab. (2010) au raportat ca profilul HPLC al porumbului mov este reprezentat de
antociani ca cianidin-3-glucozid, pelargonidin-3-glucozid si peonidin-3-glucozid. Mai mult,
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Pascual-Teresa si colab. (2002) si Aoki si colab. (2002) au determinat si prezenta cianidin-3-O-
(6”-malonilglucozid), pelargonidin-3-O-(6”"-malonilglucozid), peonidin-3-O-(6"-malonilglucozid),
cianidin-3-O-(6"-etilmalonilglucozid), pelargonidin-3-O-(6"-etilmalonilglucozid) si peonidin-3-O-
(6”-etilmalonilglucozid). Deci porumbul mov prezinta o fractiune importantd de antociani acilati,
forma acilata fiind reprezentata de acidul malonic. Antocianii cu forma acilata etil - malonil au fost,
de asemenea, identificati in extracte de porumb mov, considerandu-se ca extractia acestor forme
ale antocianilor se obtin prin extractie n etanol de concentratie 60% cu adaos de 1% acid citric,
timp de 3 ore la 60° C (Pascual-Teresa si colab. 2002).

3.5.3. Optimizarea conditiilor de extractie a antocianilor din faina de porumb mov la
extractia solid-lichid

Tn acest studiu, a fost utilizat matricea BBD cu trei niveluri si patru factori pentru a evalua
efectul diferitelor variabile independente asupra recuperarii TAC din FPM. Datele experimentale
sunt prezentate in Tabelul 3.3. Parametrii ANOVA prezentati in Tabelul 3.4. au indicat ca regresia
de ordinul doi a fost semnificativa (p < 0,05) si modelul polinomial de ordinul Il s-a potrivit cu
rezultatele experimentale. Testul care verifica adecvarea modelului de regresie nu a aratat o
influentd semnificativa, indicand o acuratete ridicatd a modelului pentru predictia TAC.
Coeficientul de determinare R? a sugerat ca modelul este capabil sa explice 79% din variatia
TAC.

Tabel 3.3. Matricea de proiectare Box—Behnken (BBD) cu variabile independente si date experimentale
pentru continutul total de antociani (TAC) din FPM

Nr. X1 X2 X3 Xa TAC
ordine (mg/100g)
1 3 30 10 50 14,14
2 1 30 20 20 6,25
3 1 40 20 50 15,1
4 5 30 20 20 7,77
S 3 20 20 80 11,74
6 1 30 30 50 11,75
7 3 40 20 80 11,81
8 5 40 20 50 15,87
9 1 30 10 50 15,61
10 5 30 20 80 13,50
11 3 40 10 50 19,02
12 3 30 20 50 13,60
13 3 30 10 20 8,95
14 3 30 20 50 13,46
15 3 20 20 20 7,52
16 3 30 30 20 8,29
17 5 30 30 50 13,18
18 3 40 20 20 11,32
19 3 20 30 50 9,54
20 3 30 30 80 13,60
21 3 30 10 80 14,40
22 3 40 30 50 10,84
23 5 20 20 50 12,48
24 3 30 20 50 15,09
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25 3 20 10 50 13,72
26 1 30 20 80 15,60
27 1 20 20 50 11,23

avalorile a sunt exprimate ca valoarea medie a trei determinari

Din Tabelul 3.4. se poate observa ca in termeni liniari, temperatura, raportul lichid/solid si
concentratia de etanol au prezentat un efect semnificativ asupra TAC, in timp ce in termeni
polinomiali doar raportul lichid/solid a prezentat un efect semnificativ. Modelul de regresie rezultat
in urma eliminarii termenilor nesemnificativi a fost exprimat cu ajutorul ecuatiei 3.11.:

TAC =0,45 + 0,14X, — 0,16X3 +0,39X4 — 0,003 X4? (3.11)

unde: Xz este temperatura (°C), X3 este raportul lichid/solid (mL/g) si X4 este concentratia de
etanol (%).

Tabel 3.4. Analiza variantei si estimarea coeficientilor modelului polinom de ordinul doi pentru continutul
total de antociani (TAC) din faina de porumb mov

Sursa DF Adj SS Adj MS F-valoare p-valoare
Model 4 183,20 45,80 20,75 0,000
Liniar 3 132,91 44,30 20,07 0,000
X2 1 26,19 26,19 11,87 0,002
X3 1 28,97 28,97 13,12 0,002
Xa 1 77,74 77,74 35,22 0,000
Patrat 1 50,29 50,29 22,78 0,000
X4? 1 50,29 50,29 22,78 0,000
Eroare 22 48,56 2,20
Nepotrivire 20 46,93 2,34 2,87 0,290
Eroare pura 2 1,63 0,81
Total 26 231,77
R? 0,79
Adj R? 0,75

Din ecuatia de regresie se poate observa un efect pozitiv exercitat de temperatura si
concentratia de etanol asupra recuperarii TAC si un efect negativ exercitat de raportul lichid/solid
atat in termeni liniari cat si polinomiali. Pentru a obtine randamente mari de extractie, trebuie
acordata o atentie sporita intervalului parametrilor alesi pentru extractie. Raportul lichid-solid are
un efect semnificativ asupra randamentului de extractie a compusilor bioactivi. De exemplu,
Cristianini si Sanchez (2020) au raportat ca doua dintre cele mai semnificative variabile in
extractia antocianilor din porumb mov sunt raportul solid/lichid si pH-ul. Intr-un studiu realizat de
Rafael (2017) s-au optimizat conditiile de extractie la un raport lichid/solid de 20 ml/g, fiind raportat
un continut de antociani de 7,43 mg C3G/g. Pe langa raportul solid-lichid, temperatura este o alta
variabild importantd care poate afecta randamentul de extractie. Difuzia compusilor bioactivi, in
principal antociani, poate fi accelerata la temperatura mai mare, totusi o temperatura peste 40°C
poate duce la degradarea antocianilor (Timberlake, 2009).

Pentru a demonstra relatia dintre variabilele independente si dependente si pentru a
determina nivelurile optime ale acestora au fost reprezentate si diagramele de contur (Figura
3.2.). Graficele au fost obtinute prin reprezentarea grafica a raspunsului TAC folosind axa z fata
de doua variabile independente, mentinand in acelasi timp cealalta variabila independenta la un
nivel constant. Continutul de antociani creste odatd cu cresterea temperaturii si scaderea
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raportului lichid/solid. Blackhall si colab. (2018) au demonstrat acelasi lucru la utilizarea unui
raport lichid/solid de pana la 10 ml/g, rezultate similare fiind raportate si de Dumitrascu si colab.
(2019), o crestere suplimentara ducand la scaderea recuperarii antocianilor.

Tn Figura 3.2.b. este descris efectul temperaturii si concentratiei de etanol asupra extractiei
TAC la un raport lichid/solid constant de 10 mL/g. Se poate observa ca TAC a crescut odata cu
cresterea atat a temperaturii, cat si a concentratiei de etanol si a atins un maxim atunci cand se
foloseste o concentratie de etanol de 80% si o temperatura de extractie de 40°C.

Temperaturd, C
Volumul salventului, ml

25 20 ES 20 0 50 k] 40 50 50 o

Temperatura, C concentratie de etanol % Concentratie de etanol, %

a. b. C.

Figura 3.2. Diagrame de contur ale TAC din FPM in functie de temperatura si raport lichid/solid (a);
temperatura si concentratia de etanol (b); raportul lichid/solid si concentratia de etanol (c)

Pe de alta parte, ludnd in considerare efectul raportului solid/lichid si al concentratiei de
etanol asupra extractiei de antociani (Figura 3.2.c), se poate observa ca se obtin valori mai mari
ale TAC atunci cand concentratia de etanol variaza intre 40 si 80%, in timp ce raportul lichid/solid
a variat intre 10 si 20 ml/g. Ali si colab. (2018) au raportat ca utilizarea solventilor cu caracteristici
similare matricei favorizeaza solubilizarea compusilor din matrice.

3.5.4. Validarea modelului

Conditiile optime de extractie propuse de model au fost aplicate pentru a valida ecuatia
modelului. Conditiile optime pentru recuperarea maxima a TAC au fost: timp de extractie de 5
ore, temperatura 39°C, raport lichid/solid de 30 ml/g si concentratie de etanol de 73 %. in aceste
conditii, raspunsul maxim prezis pentru TAC a fost de 13,77 mg C3G/g SU. Rezultatele
experimentale obtinute Tn conditiile optime de extractie prezise pentru TAC au confirmat modelul
de extractie validat (Tabelul 3.5.). Validarea este sustinuta si de erori procentuale mai mici de
10% si de coeficient de variatie (CV) scazut.

Tabel 3.5. Date experimentale de validare a valorilor prezise pentru continutul total de antociani (TAC) in
conditii optime de extractie

Variabila Valoare 95 % Intervale Valoare CcVv Eroare
estimate optime experimentala (%) (%)
TAC (mg C3G/g SU) 13.77 12.19 — 15.36 14.04+0.02 1.08 1.95

Fan si colab. (2008) au obtinut cea mai mare recuperare a antocianilor din cartofii dulci
violet la o temperatura de 80° C timp de 60 de minute, in timp ce Gorriti-Gutierrez si colab. (2009a
si 2009b) au raportat cel mai mare continut de antociani din porumbul mov la 75°C, pentru un
timp de extractie de 120 min si 240 min. Rezultatele obtinute de acesti autori au sugerat corelatia
negativa dintre temperatura si timpul aplicat pentru extractie, demosntrandu-se ca o temperatura
mai mare determina un coeficient de difuzie mai bun si o solubilitate mai buna a compusilor.
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3.5.5. Profilul fitochimic al extractului optimizat

Extractul optimizat a fost analizat din punct de vedere fitochimic si a prezentat TAC de
14,04 + 0,01 mg C3G/g SU, un continut de flavonoide totale de 1,37 + 0,05 mg CE/g SU si
activitate antioxidanta de 55,613 £ 0,001 mM Trolox/g SU.

Un alt studiu a avut ca scop optimizarea extractiei de antociani din porumbul mov cand s-
a obtinut un randament maxim de antociani de 5,90 mg/g SU (Yang si colab. 2007). intr-un studiu
anterior, Slavu (Ursu) si colab. (2021) au urmarit profilul fitochimic al FPM si au raportat un
continut total de antociani monomerici TAC de 14,94 + 0,68 mg C3G /g SU, TFC de 0,35 + 0,03
mg CE / g SU si o activitate antioxidanta de 15,40 +0,16 M Trolox/ g SU. Rajha si colab. (2020)
au obtinut un continut optim de polifenoli din porumbul mov de 78 mg GAE/g SM si antociani de
36 mg C3G/g SM.

3.5.6. Profilul cromatografic al extractului optimizat

Profilul cromatografic al extractului optimizat este prezentat in Figura 3.3. si in rezumat in
Tabelul 3.6.
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Figura 3.3. Cromatogramele pentru determinarea flavonoidelor si polifenolilor din extractul de faina de
porumb mov la 280 nm (a) si 320 nm (b). Identificarea peak-urilor: (a) 2 — Acid galic, 4 — acid cafeic, 8 —
acid vanilic, 25 — miricetina, 28 — quercetin 3-B-D-glucozid, 31 — kaempferol, 1, 3,5 -7, 9 — 24, 26, 27,
29, 30, 32 — 34 — peak-uri neidentificate; (b) 2 — Acid galic, 7 — acid p-coumaric, 16 — miricetina, 22 —
kaempferol, 1, 3 -6, 8 — 15, 17 — 21— peak-uri neidentificate.
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Figura 3.4. Cromatogramele pentru determinarea antocianilor din extractul de faina de porumb mov la
520 nm. Identificarea peakurilor: 4 — Cianidin 3-O-glucozid, 6 —Clorura de malvidina, 1 — 3, 5 — peakurile
identificate.

Din Figura 3.3. se poate observa ca, folosind diferite lungimi de unda s-au separat 34 de
compusi, in timp ce numai acidul galic (349,00+4,39 mg/100 g SU), acid p-cumaric (260,01+1,90
mg/100 g SU), acid cafeic (19,73+1,89 mg/100 g SU) si acid vanilic (245,46+8,00 mg/100 g SU)
au fost identificati si cuantificati. Principalele flavonoide identificate au fost miricetina
(722,89+£2,70 mg/100 g SU), quercetina 3-B-D-glucozida (688,16+5,00 mg/100 g SU) si
kaempferol (512,72+9,99 mg/100 g SU). Au fost separati sase antociani (Figura 3.4.) si anume
cianidin 3-O-glucozid (395,66+1,26 mg/100 g SU) si clorura de malvidina (159,30+0,04 mg/100 g
SU).

Tabel 3.6. Cuantificarea compusilor bioactivi din extractul de faina de porumb mov

Concentratie, mg/100 g SU

Compusi 280 nm 320 nm
Acid galic 349.00+4.39 6.83+0.00
Acid p-cumaric ND 260.01+1.90
Acid cafeic 19.73+1.89 ND
Acid vanilic 245.46+8.00 ND
Miricetina 722.89+2.70 698.18+0.62
Quercitina 688.16+5.00 ND
Kaempferol 512.72+9.99 15.81+4.91
Antociani 520 nm
Cianidin 3-O-glucozid 395.66+1.26
Clorura de malvidina 159.30+0.04

Hong si colab. (2020) au identificat optsprezece compusi antocianici diferiti, constand din
cianidin-, peonidin- si pelargonidin-glucozid, in porumbul dulce si porumbul pigmentat. De
exemplu, acesti autori au raportat un continut in cianidin 3-O-glucozid variind de la 72,4 la 137,1
mg/100g material vegetal in porumbul mov.

3.5.7. Cinetica de degradare termica a antocianilor din extract

In urma tratamentului termic, din analiza TAC prin metoda pH-ului diferentiat, s-au obtinut
rezultatele din Tabelul 3.7., in intervalul de temperatura 80-110°C. Din acestea se poate observa
céa tratamentului termic intre 80-110°C nu influenteaza continutul in antociani monomerici.

=24 -



Cercetari privind dezvoltarea unor produse alimentare cu valoare adaugata prin
exploatarea potentialului biologic activ al porumbului mov

Tabel 3.7. Continutul de antociani (mg C3G/G SU) din extractul de porumb mov dupa tratamentul termic
ntre 80-110° C

Durata de mentinere Temperatura (°C)
(min) 80 90 100 110

0 2,24+0,10 2,68+0,04 2,44+0,05 2,39+0,25
2 nd nd nd nd

5 nd nd 2,46+0,20 2,40+0,01
7 nd nd nd nd

10 2,3740,15 2,44+0,05 2,47+0,11 2,42+0,07
15 nd nd 2,47+0,04 2,4640,11
20 2,37+0,15 2,48+0,20 nd nd

30 2,44+0,04 2,43+0,02 nd nd

40 2,60+0,08 nd nd nd

Tn continuare, a fost realizat un studiu Tn detaliu al cineticii de degradare a antocianilor in
functie de temperatura si timp. Cinetica de degradare termica a antocianilor monomerici din
extract a fost studiata pentru temperaturi cuprinse intre 120 si 180°C. Rezultatele obtinute au fost
liniarizate prin logaritmare si s-a verificat aplicabilitatea modelului cinetic de ordinul | cu ajutorul
metodei de regresie liniara (Figura 3.5.).
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Figura 3.5. Cinetica de degradare termica a antocianilor monomerici totali in apa acidulata la pH 4.5 la
temperaturi cuprinse ntre 120 si 180°C (m 120°C, €130°C, A 140°C, [J150°C, ¢160°C, A170°C,e180°C)

Rezultatele prezentate in Figura 3.5. arata o scadere liniara a continutului de TAC, la
temperatura constanta si timp de mentinere diferit, rezultate care sustin ipoteza degradarii termice
pe baza modelului cinetic de ordinul I. Regresia liniara aplicata pentru ecuatia 2 conduce la
estimarea valorilor D. Constantele de viteza de inactivare si timpul de reducere decimala au fost
estimate si sunt prezentate in Tabelul 3.7. Asa cum era de asteptat, timpul de reducere decimala
scade cu cresterea temperaturii. Din Tabelul 3.7 se poate observa ca valorile constantelor vitezei
de degradare cresc odata cu cresterea temperaturii. La 180°C, timpul de reducere decimala este
mai mic, de circa 10 min, in timp ce pentru a degrada antocianii la 120°C sunt necesare mai mult
de 100 de minute.

Valorile parametrilor cinetici obtinute si prezentate in Tabelul 3.8. si Figura 3.5., care
demonstreaza ca antocianii din FPM, responsabili de culoarea si unele proprietati biologice ale
alimentelor au o termostabilitate mai mare comparativ cu cea pentru spori sau celule vegetative
(z =5-12°C).
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Tabel 3.8. Constantele vitezelor de degradare si valorile D pentru degradarea termica a antocianilor din

exploatarea potentialului biologic activ al porumbului mov

extractul de faina de porumb mov

Temperatura (°C) k x 102 (1/min) Valori D (min) t12 (Min)
120 2,28+ 0,024* 101,01 £ 2,66 30,40 £ 1,24
130 4,99 + 0,035 46,08 + 3,72 13,86 + 1,98
140 7,39 +0,125 31,15+0,61 9,37+ 0,97
150 14,37 £ 0,17 16,02 + 0,39 4,82 + 0,67
160 16,95 + 0,23 13,58 £ 0,19 4,08 £ 0,45
170 19,29 +£0,12 11,93 +0,25 3,59+0,22
180 22,68 + 0,20 10,15+ 0,14 3,056+0,12

Ea =55,75 kJ/mol + 6,83 (R? 0.93) zr = 61,72 % 2,28 (R? 0,90)°C

Prin urmare, constantele vitezelor de degradare termica a antocianilor sunt mult mai putin
dependente de temperatura (Holdsworth, 1985). Referitor la mecanism, este cunoscut faptul ca
degradarea termica a antocianilor incepe cu deschiderea inelului central urmata de hidroliza
moleculei, si formarea unor compusi incolori. Yang si colab. (2008) au studiat degradarea termica
a antocianilor din porumbul mov la 70, 80 si 90°C. Ei au aratat ca viteza de degradare a
antocianilor a crescut odata cu cresterea temperaturii. Aceleasi rezultate au fost inregistrate si de
Kirca si colab. (2006). Valorile timpului de injumatatire au variat de la 11,6 la 7,5 pentru extractele
apoase la pH 4,0 la 70, 80 si respectiv 90°C. Wang si colab. (2007) au raportat valori de 8,8,
4,7 si 2,9 ore ale timpului de injumatatire, in cazul degradarii antocianilor la temperaturi de 70,
80, 90°C. Fata de antocianii din mure, antocianii din porumb mov au fost mai putin sensibili la
temperaturi ridicate. Principalii antociani din porumbul mov sunt cianidin-3-O-glucozid,
pelargonidin-3-O-glucozid si peonidin-3-O-glucozid (Pascual-Teresa si colab. 2002). Principalii
antociani din mure sunt cianidin-3-glucozid si o cantitate mica de cianidin-3-O-rutinozid, cianidin-
3-O-malonyl-glucozid (FanChiang si Wrolstad, 2005). Prin urmare, susceptibilitatile diferite la
incalzire s-ar putea datora compozitiei lor variate de antociani. Intr-un alt studiu Busso-Casati i
colab. (2017) arata ca, continutul total de compusi polifenolici din coacazul negru si afine supuse
unui tratament termic intre 70—-90°C isi mentine nivelul dupa tratament.

Dependenta de temperatura a constantelor vitezelor de degradare termica este prezenta
n Figura 3.6.
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Figura 3.6. Corelatia Arrhenius care descrie dependenta de temperatura a constantelor vitezelor de
degradare termica a antocianilor din extractul de porumb mov in intervalul de temperaturd 120-180°C

Peron si colab. (2017) au sugerat valori pentru energia de activare de 99,77 + 0,87 kJ/
mol in extractul de jucara (o specie de palmier) si 93,62 + 0,44 kJ/mol pentru degradarea
antocianilor in extractul de struguri “Italia”, in timp ce Heldman (2011) a sugerat ca energia de
activare pentru degradarea antocianilor varianza intre 35 si 125 kJ/mol.
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3.5.8. Cinetica de degradare termica a activitatii antioxidante a extractului din faina de
porumb mov

Activitatea antioxidanta a porumbului mov este data de toti compusii polifenolici (antociani,
acizi fenolici, flavonoide nonantocianice) care sunt termolabili. Acest lucru a fost demonstrat prin
evaluarea comportamentului la tratamentul termic (Figura 3.7.). In tot intervalul de temperatura
studiat, activitatea antioxidantad a inregistrat o usoara scadere, sugerand implicarea si a altor
compusi cu termostabilitate diferitd. Astfel, dupa tratamentul termic la 120°C, timp de 30 de
minute s-a inregistrat o scadere a activitatii antioxidante cu 20%, in timp ce dupa 7 minute de
mentinere la 180°C, activitatea antioxidanta scade cu circa 30%. Scaderea activitatii antioxidante
n extractul de porumb mov tratat termic poate fi atribuitda combinatiilor sinergice sau interactiunilor
mai multor tipuri de reactii chimice, difuziei compusilor solubili Tn apa si formarii sau
descompunerii acestora, asa cum este explicat de Harakotr si colab. (2014).

Durata de mentinere (min)
0 5 10 15 20 25 30 35 40

log (C/Co)

Figura 3.7. Cinetica de degradare termica a activitatii antioxidante in apa acidulata la pH 4.5 la
temperaturi cuprinse intre 80 si 180°C (m 80°C, €90°C, A100°C, []110°C, 0120°C, A130°C,e140°C,
0150°C, x160°C, +170°C, -180°C)

Degradarea termica a activitatii antioxidante a extractului de faina de porumb mov a urmat
si in acest caz un model cinetic de ordin | (Figura 3.7.). Prin urmare, valorile k au variat de la 1,61
+0,01-10 1/min la 80°C, crescand semnificativ la 4,85 + 0,29-102 1/min la 180° C (Tabelul 3.9.).
Diferente semnificative pot fi observate in Tabelul 3.8. la analiza valorilor D, care demonstreaza
diferente clare de sensibilitate termica la temperaturi diferite. Prin cresterea temperaturii cu 10°C
de la 80 la 90°C, valoarea D a fost de 2 ori mai mica, in timp ce cresterea la 120°C a cauzat o
reducere de aproape 10 ori. Dependenta de temperatura a constantelor vitezelor de degradare
termica este prezenta in Figura 3.8.
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Figura 3.8. Corelatia Arrhenius care descrie dependenta de temperatura a constantelor vitezelor de
degradare termica a activitatii antioxidante din extractul de porumb mov in intervalul de temperatura 80-
180°C
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Valorile Ea estimate pentru degradarea activitatii antioxidante din extractul de faina de
porumb mov a fost 41,12 + 3,00 kdJ/mol, ceea ce sugereaza ca este necesara o energie mai mare
pentru a degrada termic activitatea antioxidantd, aspect care poate fi explicat prin
termostabilitatea diferitd a compusii din extractul responsabili pentru activitatea antioxidanta.

Tabel 3.9. Constantele vitezelor de degradare si valorile D pentru degradarea termica a antocianilor din
extractul de faina de porumb mov

Temperatura (°C) k x 10 (1/min) Valori D (min) t12 (Min)

80 0,16 + 0,01* 1428,57 + 25,67 429,96 + 13,45
90 0,34 £ 0,02 666,66 + 17,59 200,65 + 11,26
100 0,57+ 0,10 400 + 19,35 120.39 £ 16,78
110 0,64 + 0,09 357,14 + 8,89 107,49 £ 11,27
120 1,42+ 0,28 161,29 + 7,66 48,54 + 2,24
130 1,70 £ 0,26 135,13 £ 3,82 40,67 + 2,87
140 1,93+0,25 119,04 + 4,61 35,83+ 2,98
150 2,18+ 0,27 105,26 + 2,39 31,68 +1,97
160 2,23+0,13 103,09 + 2,19 31,02 + 2,67
170 3,91+0,18 58,82 +1,12 17,70 £ 1,43
180 4,85+ 0,29 47,39 £ 1,14 14,26 + 1,82

Ea =41,12 kJ/mol + 3,00 (0.95) z7 = 75,75 + 2,87 (0.93)°C

Asa cum era de asteptat, valoarea z denotd ca rezistenta termicd a compusilor
responsabili de activitatea antioxidanta (75,75 + 2,87°C) este mai mare decéat cea pentru spori
sau celule vegetative, ceea ce sugereaza ca ratele de distrugere termica a compusilor biologic
activi din extractul de porumb mov sunt mult mai putin dependente de temperatura. O analiza
comparativa a cineticii de degradare a antocianilor versus activitate antioxidanta este prezentata
n Figura 3.9., in intervalul de temperatura 150-180°C.
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Figura 3.9. Corelatie intre activitatea antioxidanta si continutul de antociani monomerici la diferite
temperaturi, pentru timpi de mentinere intre 0-7 minute

Din Figura 3.9. se poate observa ca activitatea antioxidantad scade odata cu scaderea
concentratiei de antociani, indiferent de temperaturd si timpul de mentinere, intre cele doua
variabile existand o dependenta liniara.

3.5.9. Influenta compusilor biologic activi din extractele din faina de porumb mov asupra
activitatii metabolice a drojdiilor

in studiul de fata, extractul de FMP a fost testat ca adjuvant in mediul de cultura de
fermentatie al drojdiilor de panificatie, pentru a studia efectul asupra activitati metabolice a
drojdiei, in ceea ce priveste multiplicarea, viabilitatea celulelor si dinamica fermentatiei alcoolice.
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Din Figura 3.10., se poate observa ca cea mai mare rata de multiplicare a fost obtinuta dupa 48
de ore de cultivare, fiind corelata cu cea mai mare cantitate adaugata de extract din FPM (1,2
mg/100 ml), comparativ cu proba martor. Numarul de generatie (n) a celulelor de drojdie creste
semnificativ de la 2,88+0,76 in cazul probelor martor la 6,72+0,88 in cazul V1, 7,52+0,16 si
7,68+0,56 in cazul V2 si, respectiv, V3. Rata de crestere (v, 1/h) creste semnificativ de la
5,23+0,97 in cazul MV la 1,91+0,11 la V1 si 1,44 si 1,40 in cazul V2 si, respectiv, V3.
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Figure 3.10. Dinamica inmultirii drojdiilor prin cultivare in mediu lichid suplimentat cu extract de faina de
porumb mov: (m) proba martor — MV; (@) proba cu extract 0,3% (A ) proba cu extract 0,6%; ([1) proba cu
extract 1,2%.

Prin urmare, se poate aprecia ca nu s-au observat diferente semnificative atunci cand s-
au luat in considerare diferite concentratii din extractul optimizat de FPM intre 0,6 si 1,2%. Efectul
semnificativ al extractului adaugat a fost observat cand s-a tinut cont de timpul de generare,
intervalul de timp pentru ca celulele de drojdie sa isi dubleze populatia a fost de 1,81+0,23 h
pentru proba MV si a scazut semnificativ la 0,28+0,01 h pentru V1, 0,19£0,01 h pentru V2 si
0,18+0,01 h pentru V3. Din Figura 3.10., se poate observa ca autoliza celulelor a inceput dupa
48 de ore de cultura, atingdnd un maxim dupa 72 de ore. Rezultatele au aratat ca in absenta
extractului de faina de porumb mov, autoliza a fost mai rapida, procentul de celule autolizate fata
de numarul total de celule din cultura este vizibil redus dupa 72 de ore de cultivare in probele
martor (8,4x10” UFC/ml), in comparatie cu V1 (10,4x10” UFC/ml), V2 (12,4x10” UFC/ml), in timp
ce, cel mai mare numar de celule a fost determinat in V3 (30x10” UFC/ml). Rezultatele sustin
ipoteza efectului de protectie al extractului de antociani fatd de celula de drojdie, in mod
dependent de doza. Rezultatele obtinute sunt in acord cu Rapeanu si colab. (2008), care au
folosit extracte polifenolice din struguri rosii pentru a studia influenta asupra cineticii de inmultire
a drojdiei precum si asupra capacitatii de fermentatie alcoolica. Acesti autori au sugerat ca
prezenta polifenolilor in mediul fermentativ influenteaza pozitiv activitatea metabolica si
stabilitatea celulelor de drojdie, in functie de tipul de extract (acidul tartric a fost mai eficient decat
acidul citric).

3.5.10. Efectul extractului din faina de porumb mov asupra dinamicii fermentatiei alcoolice

Dinamica fermentatiei a fost evaluata in functie de CO. eliberat timp de 6 zile. Pierderea
totald mai mare de CO: a fost observata in V2 in comparatie cu proba de control VM (Figura
3.11.). Li si colab. (2020) au aratat ca proantocianidinele derivate din struguri ar putea actiona ca
un protector impotriva diferitelor cerinte de mediu pentru Saccharomyces cerevisiae n timpul
fermentatiei vinului, rezultdnd o activitate fiziologica crescuta, eficienta a fermentatiei si o calitate
imbunatatita a vinului.
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Figura 3.11. Viteza de eliberare a CO2 in fermentatiile alcoolice ale mediului lichid suplimentat cu extract
de faina de porumb mov: (m) proba martor — MV; (#) proba cu extract 0,3% (A ) proba cu extract 0,6%;
(O) proba cu extract 1,2%.

3.5.11. Evaluarea unor proprietati biologice a extractului optimizat prin determinarea
potentialului de inhibitie a unor enzime implicate in sindromul metabolic

Activitatea de inhibare a tirozinazei

Activitatea tirozinazei este asociatd cu boli precum hiperpigmentarea, melanomul si
Parkinson. Prin urmare, potentialii inhibitori ai activitatii tirozinazei pot reprezenta o alternativa
pentru tratamentul acestor boli, cum ar fi acizii fenolici, flavonoidele si antocianinele (Koyu si
colab. 2018). Tn studiul efectuat, capacitatea de inhibare a extractului de FPM a fost comparata
cu acidul kojic, ca medicament de referinta. IC50 pentru extractul din FPM obtinut in conditii
optime de extractie a fost de 1,15+0,01 mg/ml. Valoarea de referintad pentru acidul kojic a fost de
4,8 ug/mL, sugerand, prin urmare, ca extractul a fost mai putin eficient in inhibarea tirozinazei.

Koyu si colab. (2018) au determinat valoarea IC50 pentru activitatea inhibitoare a
tirozinazei de 166 pg/ml pentru un extract optimizat de fructe Morus nigra. Meziant si colab. (2021)
au sugerat ca extractele bogate in flavonoide obtinute din cojile diferitelor soiuri de smochin (Ficus
carica L.) au prezentat o inhibare a tirozinazei cu valori IC50 cuprinse intre 95,08 si 447,49 ug/mL.
S-a raportat ca quercetina poate inhiba activitatea tirozinazei (Fan si colab. 2017), in timp ce
acidul cinamic s-a dovedit ca are un impact inhibitor asupra enzimelor legate de melanina (Garcia-
Jimenez si colab. 2018).

Activitatea de inhibare a a-amilazei, a-glucozidaza si lipazei

La ora actuala, se folosesc diferite strategii in inhibarea enzimelor implicate in digestia
carbohidratilor, pentru a controla hiperglicemia, diabetul zaharat si tulburarile lipidice, prin
inhibarea a-glucozidazei si a-amilazei cu acarboza. in lucrarea de fatd s-a studiat potentialul
extractului de FPM de a inhiba a-glucozidaza si a-amilaza si, prin urmare, utilizarea potentiala a
acestuia ca alternativa pentru administrarea medicamentelor. Valorile IC50 pentru a-glucozidaza
si a-amilaza au fost 2,30+0,14 mg/ml si 0,65+0,01 mg/ml, in timp ce valorile corespunzatoare
pentru acarboza au fost 3,79+0,62 mg/mL si 2,98+0,13 mg/mL. La o concentratie de 3,6 mg/mL,
extractul de FPM a redus activitatea a-glucozidazei cu 95%, in timp ce la aceeasi concentratie a
extractului, a-amilaza a fost inhibata cu 41%. Valoarea IC50 corespunzatoare pentru inhibarea
lipazei a fost de 0,20+0,03 mg/mL, cu o valoare corespunzatoare pentru orlistat de 1,23+0,09
mg/mL. S-a sugerat ca extractele bogate in flavonoide au fost inhibitori mai puternici ai enzimelor
digestive decat extractele bogate in antociani (Kim, 2020; Siegien si colab. 2021). Prin urmare,
este corect sa se considere ca flavonoidele din extractul de FPM pot fi responsabile pentru
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activitatea inhibitoare, desi este posibil si un efect cumulativ. Studiile anterioare au sugerat ca
flavonoidele au efecte inhibitoare excelente asupra a-glucozidazei (Semaan si colab. 2018).
Derivatii de quercetina si kaempferolul sunt cei mai predominanti flavonoizi in extractul de FPM,
prezentand un efect inhibitor excelent asupra a-glucozidazei, a-amilazei si lipazei, in buna
concordanta cu Hamed si colab. (2021). Din rezultatele obtinute, se pare ca extractul de FPM
este mai eficient in inhibarea lipazei, urmata de a-amilaza, tirozinaza si a-glucozidaza.

3.6.  Concluzii partiale
Obiectivele studiului au fost indeplinite, astfel:

% Au fost testate comparativ 5 tehnici de extractie din perspectiva continutului in compusi
biologic activi si activitate antioxidantd. Tehnicile de extractie aplicate au fost atat
conventionale (extractia cu apa, extractia cu solventi organici) cat si asistate (extractia
asistata de ultrasunete). Fiecare extract a fost analizat comparativ in ceea ce priveste
continutul total de antociani, polifenoli, flavonoide si activitatea antioxidanta.

% Extractul obtinut prin extractia asistatd de ultrasunete la 30°C/60 min a fost considerat
superior in ceea ce priveste concentratia de compusi biologic activi si utilizat in analizele
ulterioare, pentru identificarea si separarea cromatografica a compusilor antioxidanti si
degradarea cinetica in vederea stabilirii comportamentului antocianilor la tratamentul
termic.

% In urma identificarii si separarii cromatografice a extractului din porumb mov cei doi
compusi majori au fost cianidin-3-O-glucozid si forma acilata a acesteia cianidina 3-O-(6"-
malonilglucozid). Compusul care a inregistrat cel mai mic continut a fost forma acilata de
pelargonidin-3-O-glucozid.

+ Conditiile optime de extractie pentru recuperarea maxima a antocianilor din faina de
porumb mov au fost: timp de extractie 5 ore, la temperature de 39°C, raport lichid/solid de
30 mL/g si concentratie de etanol de 73%, obtindnd un raspuns maxim prezis si valori
experimentale de 13,77 si, respectiv 14,04+£0,02 mg C3G/g SU. Analiza cromatografica a
extractului optimizat a evidentiat o concentratie ridicata de flavonoide, compusii majoritari
fiind miricetina si quercitina, iar antocianii majoritari au fost cianidin 3-O-glicozid si clorura
de malvidina.

% Rezultatele au evidentiat efectul semnificativ al temperaturii, al raportului lichid/solid si al
concentratiei de etanol asupra extractiei de antociani in termeni liniari, in timp ce in
termeni polinomiali doar raportul lichid/solid a avut un efect semnificativ. Ecuatia de
regresie obtinuta a aratat un efect pozitiv exercitat de temperatura si concentratia de
etanol asupra recuperarii antocianilor si un efect negativ exercitat de raportul lichid/solid
atat in termeni liniari cat si polinomiali.

+ Studiile cinetice de degradare termica in intervalul de temperaturd 80-180°C, fiind
evidentiata o termostabilitate ridicata a antocianilor in intervalul de temperatura 80-110°C.

% Inintervalul de temperaturd 120-180°C, degradarea termicé a antocianilor din extractul de
porumb mov a urmat o cinetica de degradare de ordinul I, ceea ce a permis estimarea
parametrilor de degradare termica, cum ar fi constantele vitezelor de degradare, timpul de
reducere decimala, timpul de Tnjumatatire, valoarea lui z si energia de activare;
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Tn intervalul de temperatura 80-180°C, degradarea termica a activitatii antioxidante din
extractul de porumb mov au urmat o cinetica de degradare de ordinul I, ceea ce a permis
estimarea parametrilor de degradare termica.

S-a remarcat faptul ca parametrii de degradare termica aferenti activitatii antioxidante au
fost semnificativ. mai mici comparativ cu cei estimati pentru degradarea termica a
antocianilor, fapt care denota o termostabilitate diferitda a compusilor biologic activi din
extract.

S-a stabilit o corelatie pozitiva intre degradarea antocianilor din extract si scaderea
activitatii antioxidante.

Extractul obtinut in conditiile optime de extractie (5 ore, la 39°C, raport lichid/solid de 30
mL/g si concentratie de etanol de 73%) a fost utilizat pentru a testa efectul asupra activitatii
metabolice a Saccharomyces cerevisiae. S-au adaugat concentratii diferite de extract de
FPM optimizat in mediul de culturd de fermentatie. Cea mai mare ratd de multiplicare a
fost observata pentru cea mai mare cantitate adaugata de extract de FPM (1,2 mg/100
ml), in timp ce efectele autolizei au fost observate dupa 72 de ore. Rezultatele au aratat
un proces continuu de fermentare, datorita eliberarii de CO,.

Extractul a fost eficient pentru inhibarea activitatii enzimelor metabolice selectate, cum ar
fi tirozinaza, a-amilaza, a-glucozidaza si lipaza, la niveluri mai mari decat medicamentele
recomandate. Efectul inhibitor a fost corelat mai ales cu continutul de flavonoide din
extract; cu toate acestea, a fost sugerat un efect cumulativ comun al compusilor asupra
enzimelor asociate sindromului metabolic. Prin urmare, extractul a prezentat efect
inhibitor, sugerand potentiale efecte antidiabetice, hipocolesterolemice si preventive
impotriva bolii Parkinson si a melanomului.

Rezultatele obtinute confirma potentiala utilizare a fainii de porumb mov pentru
dezvoltarea alimentelor functionale si nutraceutice, cu potential de inhibare a unor enzime
implicate Tn sindromul metabolic.
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CAPITOLUL 4. Aspecte tehnologice privind dezvoltarea unor produse
alimentare fara gluten, cu valoarea adaugata prin exploatarea
potentialului biologic activ al porumbului mov

4.1. Introducere

La ora actuala, se manifesta o cerere crescuta de produse fara gluten, dupa cum
raporteaza Transparency Market Research, cu o piata globala evaluata la 2,84 miliarde de dolari
in 2014 si 4,89 miliarde de dolari in 2021 (http://www.transparencymarketresearch.com/GF-
products-market.html). Necesitatea unei piete globale a produselor fara gluten este data de faptul
ca o parte semnificativa a populatiei globale trebuie s& evite consumul de cereale, deoarece nu
tolereaza proteinele glutenului (Drabinska si colab. 2016). Dieta fara gluten este singurul
tratament eficient pentru boala celiaca (Midhagen si Hallert, 2003) si alergia la grau, necesitand
astfel noi perspective pentru identificarea fainurilor fara gluten ca alternativa la fainurile
traditionale de grau, cu functionalitate si eficientd similara. Necesitatea pietei produselor fara
gluten este data de cresterea semnificativa a bolii celiace, care a crescut de douad pana la patru
ori in ultimii 50 de ani, dupa cum au raportat Rubio-Tapia si colab. (2009). Cu toate acestea,
utilizarea nlocuitorilor fara gluten a fost asociatd cu unele deficiente nutritionale, care pot fi
atribuite obiceiurilor alimentare si scaderii calitatii nutritionale a produselor alimentare derivate in
comparatie cu omologii care contin gluten (Giuberti si Gallo, 2018). Faina de porumb mov poate
fi utilizata Tn dezvoltarea produsele alimentare fara gluten deoarece aduce beneficii semnificative
in cresterea proprietatilor functionale in ceea ce priveste continutul de substante fitochimice, cum
ar fi polifenoli si antociani. O dietd bogata in antociani prezintd efecte protectoare impotriva
cancerului, a bolilor cardiovasculare si a bolilor varstei a 3-a. Efectele benefice ale antocianilor
asupra sanatatii, inclusiv efectele antiinflamatorii, anticancerigene si antioxidante, au fost
raportate atunci cand s-au desfasurat atat studii in vivo, céat si in vitro (Yang si Shin, 2017).

Prin urmare, scopul acestui studiu a constat in exploatarea rezultatelor obtinute anterior
pentru dezvoltarea unei tehnologii de obtinere a unor produse noi, fara gluten, imbogatite in
antociani si polifenoli, cu valoare adaugata semnificativa, in ceea ce priveste activitatea
antioxidanta prin utilizarea fainii de porumb mov. Au fost testate in primul rand proprietatile termo-
mecanice ale fainii compozite din faina de orez si porumb mov. Fainurile compozite care includ
diferite cantitati de faina de porumb mov au fost utilizate in cele din urma pentru a obtine biscuiti.
Aceste produse s-au caracterizat din punct de vedere senzorial, fitochimic si al activitatii
antioxidante, structural si morfologic, dar si din punct de vedere al incarcaturii microbiene, si
stabilitatii compusilor fitochimici la depozitare.

4.2. Obiectivele studiului
Studiul a avut urmatoarele obiective specifice:

= Testarea proprietatilor termomecanice ale unor fainuri compozite, constituite din faina de
porumb mov si faina de orez, in vederea stabilirii raportului optim din punct de vedere tehnologic
pentru realizarea unui produs alimentar functional cu destinatie speciala, care sa prezinte
proprietati biologic active;

* Analiza fitochimica si structural-morfologica a produsului;
= Evaluarea caracterului de gluten free;
= Evalurarea stabilitatii microbiene si la depozitare a caracteristicilor fitochimice.

= Stabilirea criteriilor de acceptabilitatea de catre consumatori;
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= Dezvoltarea unei scheme tehnologice generale.
4.3. Materiale
Material vegetal

Faina de porumb mov (Zea mays L.) a fost achizitionaté de la producator local (judetul
Braila, Romania). Faina de orez integral din comert (Uzina Solaris, Bucuresti, Roménia) a fost
folosité ca baza pentru producerea biscuitilor fara gluten. Fainurile cu un continut de apa < 12%
au fost ambalate Tn pungi inchise la culoare si tinute la 4 °C pana la urmatoarele analize. Faina
de porumb mov folosita pentru extractia fitochimica a fost cernuta preliminar printr-o sita cu ochiuri
de 10 mm.

4.4. Metode

4.4.1 Proprietatile termo-mecanice ale fainurilor de orez si porumb mov si ale fainurilor
compozite

Echipamentul Mixolab (Chopin Technology, Villeneuve La Garenne, Franta) a fost folosit
pentru a determina proprietatile termo-mecanice ale fainii de orez si de porumb mov si a fainii
compozite constand din 75% faina de orez si 25% faina de porumb mov. S-a folosit protocolul
Chopin+ cu greutatea aluatului modificata de la 75 la 90 g. Au fost inregistrati urmatorii parametri
ai curbelor Mixolab: consistenta maxima a aluatului in timpul amestecarii la temperatura
constanta de 30°C (C1), destabilizarea proteinelor in timpul amestecarii si incalzirii (C2),
gelatinizarea amidonului (C3), stabilitatea gelului la cald (C4) si retrogradarea amidonului (C5).
Aceste valori au fost utilizate pentru a calcula viteza de gelatinizare a amidonului (C3-C2),
degradarea (C3-C4) si rata de retrogradare a amidonului (C5-C4).

Proprietatile termo-mecanice ale probelor de aluat au fost masurate la diferite valori a
capacitatii de hidratare, (CH), niveluri care au inclus si nivelul la care a fost atinsa consistenta
maxima standard de 1,1 Nm. in cazul FPM, consistenta maxima a fost inregistrata la CH de 66%,
in timp ce in cazul fainii de orez (FO) la 68%.

4.4.2 Variante tehnologice de obtinere a biscuitilor

Pentru proiectarea biscuitilor fara gluten s-au folosit doua tipuri de fainuri compozite si
anume combinatie formata din 25% FPM si 75% FO (C1), 75% FPM si 25% FO (C2). Proba de
control (C) a constat din 100% FO. Celelalte ingrediente au fost identice pentru toate tipurile de
biscuiti.

4.4.3 Extractia si analiza fitochimica a biscuitilor

O cantitate de 10 g de biscuiti (maruntiti) a fost supusa procesului de extractie cu 90 ml
etanol 70% si 10 ml HCI 1N. S-a realizat o extractie prin ultrasonare la 40 °C timp de 30 de
minute, urmata de centrifugare la 5000xg timp de 10 minute la 4°C. Supernatantul a fost
caracterizat din punct de vedere al continutului fitochimic si a profilului antioxidant folosind diferite
tehnici. Metoda pH-ului diferential a fost utilizata pentru determinarea continutului total de
antociani monomerici (TAC). Absorbanta probelor a fost masurata la lungimi de unda de 520 si
700 nm la ambele valori ale pH-ului de 1,0 si 4,5 utilizdnd un spectrofotometru (Jenway, Marea
Britanie). TAC a fost exprimat ca mg de cianidin 3-O-glucozida (C3G)/g substanta uscata (SU).

Activitatea antioxidanta a fost masuratd conform protocolului usor modificat pentru
masurarea activitatii antiradicale asupra DPPH (2,2-difenil-1-picrihidrazil) asa cum este descris
de Ursu si colab. (2020). Rezultatele au fost exprimate ca mMol Trolox per g SU (mg TE/g SU).
Pentru continutul total de flavonoide (TFC) s-a folosit metoda colorimetrica modificata, bazata pe
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proprietatea clorurii de aluminiu de a forma complecsi acizi stabili cu gruparile ceto C-4 si
gruparile hidroxil C-3 sau C-5 ale flavonelor sau flavonolilor. Rezultatele au fost exprimate ca
miligrame de echivalenti de catehine (CE)/g SU. Metoda Folin-Ciocalteu modificata a fost utilizata
pentru a determina continutul total de compusi polifenolici (TPC) si exprimat ca miligrame de
echivalenti de acid galic (GAE)/g SU.

4.4.4 Structura si analiza morfologica a biscuitilor

Pentru a determina microstructura probelor, a fost efectuata o analiza microscopica cu
scanare laser cu un sistem de scanare Zeiss Confocal Laser (LSM 710). Sistemul este echipat
cu mai multe tipuri de lasere, un laser cu dioda (405 nm), laser Ar (458, 488, 514 nm), laser DPSS
(dioda pompata in stare solida — 561 nm) si laser HeNe (633 nm). Imaginile au fost evaluate cu
Black Edition a software-ului ZEN 2012 SP1. Probele au fost observate atat in starea lor nativa
pentru autofluorescenta naturald, cat si colorate cu fluoroforul Red Congo.

4.45 Examinarea microbiana a perioadei de valabilitate a biscuitilor

Enterobacteriaceae, drojdiile si mucegaiurile au fost determinate si numarate prin folosirea
standardelor ISO 21528-2:2017 si ISO 21527-2:2008.

4.4.6 Teste de determinare a potentialului alergenic

Prezenta prolaminelor recunoscute de anticorpii R5 a fost verificata folosind
RIDASCREEN® Gliadin (Biopharm AG, Darmstadt, Germania). in acord cu recomandarile
producatorului, probele de biscuiti (0,25 g) au fost supuse extractiei timp de 40 min la 50 °C
folosind amestecul patentat (2,5 ml), urmat de adaugarea de solutie de etanol 80% (7,5 ml) si
amestecare timp de 60 de minute la 25 °C. Supernatantul (100 pL) obtinut prin centrifugare timp
de 10 minute la 2500xg a fost utilizat pentru a testa legarea specifica de catre anticorpii R5
acoperiti pe godeuri. Al doilea anticorp specific R5 conjugat cu peroxidaza a fost apoi adaugat
pentru a permite obtinerea complexelor anticorp-antigen anticorp. Conversia asistatda de
peroxidaza a substratului a fost utilizata Tn cele din urma pentru a cuantifica prolaminele
recunoscute de anticorpii R5. Standardul de gliadina a fost utilizat pentru calibrare si cititorul de
microplaci Stat Fax 4200 (Awareness Technology, SUA) pentru masurarea absorbantei probelor.

4.4.7 Analiza senzoriala a biscuitilor

Evaluarea senzoriala a biscuitilor a fost realizata prin metoda punctajului, prin aprecierea
intensitatii perceptiei pentru fiecare atribut pe o scara care variaza de la 1 (foarte scazut) la 7
(foarte mare). Participantii panelului de testare au fost informati cu privire la scopul general al
studiului si procedurile necesare pentru manipularea datelor cu caracter personal. Toti
participantii si-au dat consimtamantul in scris inainte de participare.

Au fost selectati zece membri experimentati instruiti (au primit instruire suplimentara
specifica cu privire la atributele senzoriale relevante pentru producerea biscuitilor dezvoltata in
acest studiu). Probele au fost prezentate panelistilor in placi codificate, din plastic transparent si
au fost rugati sa-si clateasca gura inainte de prima proba si intre probe folosind apa. Atributele
senzoriale analizate au fost: uniformitatea si intensitatea culorii, mirosul, aspectul, gustul, aroma,
consistenta, senzatia in gura si impresia generala.

4.4.8 Stabilitatea compusilor fitochimici a biscuitilor la depozitare

Biscuitii au fost pastrati timp de 21 de zile la temperatura camerei in conditii de Tntuneric.
Biscuitii au fost analizati din punct de vedere a stabilitati proprietatilor fitochimice si
microbiologice.
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4.49 Analiza statistica a rezultatelor

Rezultatele din cadrul acestui studiu reprezinta valori medii + deviatia standard a mediei,
reprezentand media aritmetica a analizelor realizate in triplicat. Analiza statistica a datelor s-a
realizat prin intermediul soft-ului Minitab.

4.5. REZULTATE $I DISCUTII
4.5.1 Evaluarea proprietatilor termo-mecanice ale fainurilor compozite

Protocolul Chopin+ modificat si dispozitivul Mixolab au fost utilizate pentru masurarea si
compararea profilului termo-mecanic al fainii de orez, FPM si fainii compozite obtinute prin
amestecarea a 75% faina de orez si 25% FPM. FPM a fost testata privind gradul de absorbtie a
apei obtinandu-se valori mai mari decat 66%, ceea ce asigura atingerea consistentei standard de
1,1 Nm. Testele efectuate la CH de 100% au fost menite sa culeaga informatii preliminare utile
despre comportamentul amidonului. La o hidratare atat de mare, C1 si C2 a aluatului cu FPM
erau aproape de zero, cel mai probabil din cauza lipsei de coeziune a retelei proteice. in acelasi
timp, nu trebuie neglijat faptul ca apa din sistem este in exces, rezultdnd valori scazute ale
gelatinizarii amidonului (C3 de 0,97 Nm), stabilitatii gelului la cald (C4 de 0,80 Nm) si retrogradarii
amidonului (C5 de 1,24). Nm). Dubat si Boinot (2012) au studiat proprietatile termo-mecanice ale
fainii de porumb in diferite stari ale CH si au raportat valori de 2,50-3,00 Nm pentru C3 si C4 si
4,00 Nm pentru C5, cand valoarea de hidratare a fainii este mai mica (CH de 60%, umiditatea
fainii de 14%) a fost utilizat, comparativ cu C3 de 1,2 Nm, C4 in intervalul 0,80-1,00 Nm si C5
peste 1,2 Nm, cand s-a folosit hidratare mai mare (CH 115%, umiditate fainii de 14%).

Niveluri mai mari de hidratare a fainii sunt adesea folosite la coacerea produselor fara
gluten in comparatie cu cele pe baza de faina de grau. Prin urmare, avand in vedere aceste
observatii preliminare, testele ulterioare asupra fainurilor investigate au fost efectuate la CH mai
mari fata de nivelurile necesare pentru obtinerea C1 de 1,1 Nm. S-a luat in considerare in special
CH de 76%, deoarece nu afecteaza semnificativ coeziunea aluatului, asa cum este indicat de
prima zona a curbei Mixolab, si oferd in acelasi timp suficientda apa pentru gelatinizarea
amidonului. Curbele Mixolab ale FPM si ale fainii de orez la diferite niveluri de absorbtie a apei
sunt prezentate in Figura 4.1.
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Figura 4.1. Curbele Mixolab ale fainii de porumb mov (a) si fainii de orez (b) la diferite niveluri de
absorbtie a apei (CH)
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in Figura 4.1. (a) sunt prezentate curbele Mixolab ale FPM la diferite niveluri ale CH.
Profilul tipic al curbelor Mixolab a fost observat pentru probele cu CH de 66% si 76%. In timpul
amestecarii la 30°C, s-a observat o crestere pana la o valoare C1 maxima de 1,11 Nm, respectiv
0,61 Nm. Dupa o perioada de stabilitate de 8,3 min, respectiv 4,5 min, consistenta aluatului a
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scazut. Pentru intervalul de temperatura 30 - 60°C, se inregistreaza o valoare minima C2 de 0,31
Nm si, respectiv, 0,08 Nm. Nivelul CH a influentat comportamentul amidonului in timpul incalzirii
si racirii. Astfel, viteza de gelatinizare a amidonului si rata de retrogradare a amidonului au scazut
dela 1,60 la 1,43 Nm si, respectiv, de la 0,98 la 0,84 Nm, odata cu cresterea nivelului CH, in timp
ce descompunerea a crescut de la 0,11 la 0,13 Nm. Cu toate acestea, gelatinizarea maxima si
retrogradarea amidonului FPM la CH de 66% (1,91 si, respectiv, 2,78 Nm) au fost mult mai mari
decét la CH de 76% (1,51 si, respectiv, 2,22 Nm).

In Figura 4.1. (b) sunt prezentate curbele Mixolab ale fainii de orez inregistrate pentru CH
de 68 si 76%. Cele doua curbe au profiluri similare, dar scaderea destabilizarii proteinelor de la
0,28 la 0,25 Nm si a vitezei de retrogradare a amidonului de la 1,27 la 1,09 Nm s-au inregistrat
odata cu cresterea nivelurilor CH, in timp ce viteza de gelatinizare a amidonului nu s-a modificat
(1,64 Nm). Conform Cappa si colab. (2013), in cazul formulelor fara gluten nu este necesar sa se
atinga consistenta de 1,1 Nm in timpul amestecarii la 30°C, fiind de preferat o consistentd mai
mica a aluatului. O explicatie pentru aceasta ar fi prezenta in formulele fara gluten a ingredientelor
cu afinitate mare pentru apa, dar o alta explicatie ar fi proprietatile proteinelor. Unele proteine din
faina fara gluten, cum ar fi faina de orez, au un nivel de absorbtie de apa mai scazut decét
proteinele din gluten. Prin urmare, C1 in timpul amestecarii la 30°C este mai mic de 1,1 Nm, apa
din sistem fiind utilizata in principal de amidon in etapa de gelatinizare. Pentru comparatie,
proprietatile termo-mecanice ale probelor de aluat preparate cu faina compozita (75FO + 25FPM)
si FO (martor) la 76% CH sunt prezentate in Tabelul 4.1. Adaugarea de FPM la FO modifica atat
functionalitatea proteinei, cat si comportamentul amidonului. Proteinele din FO au retinut mai
multd apa decéat proteinele din FPM si au format aluat cu un C1 mai mare (Tabelul 4.1). O
explicatie a acestor rezultate ar putea fi diferentele de marime a particulelor dintre cele doua
fainuri. Moreira si colab. (2015) au raportat o scadere a C1 de la 1,05 la 0,25 Nm pentru aluatul
de porumb mov atunci cand diametrul mediu al particulelor a crescut de la 93 la 184 Nm.

Tabel 4.1. Proprietati termo-mecanice ale aluatului preparat cu faina de orez (FO) si faina compozita (75FO
+ 25FPM) la CH de 76%

L Probe
Parametri Mixolab o) Z5EO + 25EPM
C1, Nm 0,77+0.01* 0,67+0.02°
C2, Nm 0,50+0.012 0,34+0.01°
C3, Nm 2,14+0.032 1,68+0.01°
C4, Nm 1,89+0.022 1,67+0.01°
C5, Nm 2,98+0.022 2,82+0.02°
C3-C2, Nm 1,64+0.03? 1,34+0.01°
C3-C4, Nm 0,25+0.042 0,01+0.00°
C5-C4, Nm 1,09+0.03" 1,15+0.02°

* valorile medii de pe aceeasi linie care nu au o litera superscripta sunt semnificativ diferite la p <0.05

Scaderea C2 de la 0,50 la 0,34 Nm a fost observata la adaugarea FPM la FO (Tabelul
4.1). Aceste rezultate sugereaza ca reteaua formata din proteinele FO a fost mai rezistenta in
timpul framantarii si incalzirii, comparativ cu reteaua obtinuta la amestecarea proteinelor FPM si
FO. Amestecarea celor doua fainuri a determinat modificarea raportului dintre principalele fractii
proteice, rezultdnd o retea mai slaba in timpul framantarii si incalzirii aluatului. S-a raportat ca
fainurile de orez sunt deosebit de bogate in gluteline si albumine, in timp ce fractiile proteice
predominante Th porumb sunt gluteline si prolamine. Prin urmare, inlocuirea a 25% FO cu FPM a
determinat reducerea cantitati de albumine solubile in apa si cresterea concomitenta a
prolaminelor solubile in solutii alcoolice. Aceste modificari ale profilului de solubilitate a proteinei
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ar putea explica variatia parametrilor termo-mecanici corespunzatori primelor zone ale curbei
Mixolab, in ceea ce priveste aluatul pe baza de FO.

in ceea ce priveste comportamentul amidonului, rezultatele din Tabelul 4.1 indica
scaderea gelatinizarii amidonului (C3), a stabilitatii gelului fierbinte (C4) si a retrogradarii
amidonului (C5) atunci cand FPM a fost adaugat la FO. Rezultatele pot fi explicate prin diferentele
dintre proprietatile amidonului ale orezului si porumbului. Mai mult, conform rezultatelor din
Tabelul 4.1, adaugarea FPM la FO a determinat scaderea vitezei de gelatinizare a amidonului
(C3-C2) si cresterea ratei de retrogradare a amidonului (C5-C4). Pe de alta parte, defalcarea (C3-
C4) a fost redusa semnificativ, ceea ce conform Dubat si Boinot (2012) se considera ca
imbunatateste stabilitatea la cald, concurand deci cu efectul indus de untul introdus Tn sistemul
de aluat pentru a obtine biscuiti.

4.5.2 Formularea unor produse derivate din fainurile compozite

Faina compozita, constand din FO si FPM a fost utilizata pentru a prepara biscuiti fara
gluten, cu un continut ridicat de compusi biologic activi. Cele trei mostre de biscuiti au fost testate
pentru continutul fitochimic, in ceea ce priveste continutul de antociani, polifenoli, flavonoide si
activitate antioxidanta. Continutul de TAC a variat, de la 0 in proba de control C panala 2,01+0,19
mg C3G/100 g SU in C1 si 6,99+£0,20 mg C3G/100 g SU in C2. Datorita continutului mai mare de
antociani, C2 a prezentat cea mai mare activitate antioxidanta de 18,46+0,18 mM Trolox/g SU.
TPC a variat de la 74,32+5,81 mg GAE/100 g SU la proba martor C, 79,24+1,30 mg GAE/100 g
SU in C1 la 100,99+1,97 mg GAE/100 g SU in C2. Continutul mai mare de FPM in C2 nu a avut
o influenta semnificativa asupra TFC (Tabelul 4.2).

Fabricarea brioselor fara gluten din porumb alb, galben si violet este descrisa Trehan si
colab. (2018), care au sugerat un TPC initial variabil intre 1223 ug GAE/g si 1843 ug GAE/g.

Tabel 4.2. Profilul fitochimic si activitatea antioxidanta pentru biscuiti la depozitare

Profil fitochimic si activitate VARIANTE TEHNOLOGICE
antioxidanta C C1 Cc2
T0 T21 T0 T21 TO0 T21
Continutul total de antociani, - - 2,01+0,19% 2,520,282 6,99+0,20° 8,53+0,822

C3G, mg/100 g SU
Continutul total de flavonoide, 33,51+0,752  33,99+0,962 33,150,202  34,36+2,252  33,87+1,362  35,30+1,672
mg CE/100 g SU

Continutul total de polifenoli, 74,32+5,822 82,52+1,422  79,24+7,70>  105,91+4,62 100,99+1,97 111,46+4,19
mg GAE/100 g SU a b a
Activitatea antioxidanta, mM 18,09+0,132 16,48+0,58P 18,33+0,112 16,79+0,26° 18,46+0,182 17,16+0,04°
Trolox/g SU

* in cadrul unei linii, valorile medii corespunzatoare acelorasi esantioane care nu au o litera superscripta sunt
semnificativ diferite la p <0,0

4.5.3 Determinarea absentei glutenului prin testul ELISA

In studiul de fatd, ELISA a fost utilizatd pentru a confirma absenta prolaminelor
recunoscute de anticorpul monoclonal R5 in biscuiti. Rezultatele obtinute au evidentiat absenta
prolaminelor din compozitia biscuitilor.

4.5.4 Analiza structurala si morfologica a produselor fara gluten

Microstructura biscuitilor a fost observata de CLSM. in probele necolorate (Figura 4.2.), s-
au observat agregate complexe mari (> 100 pm), in care s-au identificat si granule mici,
poligonale, neregulate, de amidon (5-15 um), prinse in matricea proteica, impreuna cu antocianii
care prezentau o emisie predominanta in campul verde.
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a b c
Figura 4.2. Structura variantelor de biscuiti ((a — control, b — biscuiti cu 75% faina de orez si 25% faina de
porumb violet si ¢ - biscuiti cu 25% faina de orez si 75% faina de porumb mov)

Deshidratarea in timpul procesului de coacere a intensificat procesul de agregare.
Granulele de amidon de orez negru (Figura 4.2., a) sunt mici (majoritatea au 3-6 um), adesea cu
un hil invizibil, fara dungi concentrice si cu o tendintd mai mare de agregare. in schimb, granulele
de amidon de porumb sunt mai mari (10-20 ym), cu margini mai putin ascutite intre fatete si
adesea cu hilul vizibil, stelat sau punctat. Cu cat este mai mare proportia de FPM, cu atat
agregatele sunt mai mari si mai bogate in antociani (Figura 4.2., c).

a b c
Figura 4.3. Imaginile microscopiei de scanare laser confocala (CLSM) ale variantelor de biscuiti colorati
cu fluorofor (a — control, b — biscuiti cu 75% faina de orez si 25% faina de porumb mov si ¢ - biscuiti cu
25% faina de orez si 75% faina de porumb mov)

Probele colorate (Figura 4.3.) au evidentiat mult mai bine ultrastructura agregatelor. Tn
esantionul de control pe baza de FO (Figura 4.3., a), s-au observat agregate medii, cu un interval
de emisie a antocianilor la valori de 560-580 nm, rezultate similare cu cele obtinute de Croitoru si
colab. (2018). Adaugarea de FPM (Figura 4.3., b) in compozitia biscuitilor a imbogatit produsul
in antociani si a schimbat domeniul de emisie la verde (520-550 nm). Cu addugarea de 75% FPM
(Figura 4.3., c), biscuitii au prezentat o structura texturata, sub forma de straturi succesive de
granule de amidon agregat (in albastru) si antociani (in verde).

Formula complexa de preparare a biscuitilor, a adus amestecul de faina intr-o matrice
complexa alaturi de proteine, diversi carbohidrati si lipide din celelalte ingrediente (unt, zahar, oua
conform retetei), prin urmare a fost dificil de facut distinctia intre compusi. Cu toate acestea, desi
procesul de coacere in sine provoaca interactiuni complexe intre amidonul gelatinizat sau
expandat si proteinele denaturate, abundenta de compusi biologic activi in amestecul de faina
este evidenta si adauga o valoare nutritiva mai mare produsului.

4.5.5 Analiza senzoriala
Testul de acceptare ramane una dintre cele mai utilizate evaluari ale produsului final de
catre industria alimentara pentru a testa noi formulari, dupa cum reflecta gradele de preferinta ale
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consumatorilor fata de produs. Prin urmare, analiza senzoriala a fost efectuata urmarind diferitele
caracteristici senzoriale, precum: uniformitatea si intensitatea culorii, mirosul, gustul, aroma,
consistenta, senzatia in gura si impresia generala. Din Tabelul 4.3. sunt prezentate valorile medii
ale caracteristicilor analizate pentru biscuiti si se poate observa ca pentru uniformitatea culorii,
cea mai apreciata proba a fost C, in timp ce biscuitii din faind de porumb mov au prezentat valori
similare.

Tabel 4.3. Valorile medii ale atributelor evaluate pe esantion Tn testul de acceptare a biscuitilor

Probe Caracteristici
Uniformitate  Intensitate ~ Aspect Gust Miros Consistenta  Mouthfeel Impresie
culoare culoare generala
C 6,50+0,97% 1,70+1,25  6,00+0,66% 5,90+0,87% 5,30+0,67* 5,70+1,15% 5,50+1,352  5,90+0,73%2
C1 5,30+2,002 3,20+1,22> 5,80+0,912 5,70+0,82% 5,00+0,94%  4,70+1,492 4,801,392 5,40+0,69?
C2 5,50+1,712 5,601,072 6,10+0,73* 5,40+1,17% 4,70+1,33* 4,70+1,56% 4,70+1,56% 5,20+1,312

* valorile medii de pe aceeasi coloana care nu au o literd superscripta sunt semnificativ diferite la p <0.05

Pentru intensitatea culorii, asa cum era de asteptat, biscuitii cu cel mai mare adaos de
FPM (C2) au fost mai bine evaluati, in timp ce proba martor a avut cel mai scazut puntaj. Pentru
miros, C si C2 au fost evaluate similar, in timp ce C1 a avut cel mai mic rezultat. Biscuitii cu FPM
au fost apreciati in special datorita culorii, dar au fost declasati cel mai probabil din cauza
granularitatic FPM, adaugand astfel mai multa duritate si fragilitate biscuitilor. La aprecierea
impresiei de ansamblu, s-a demonstrat ca inlocuirea FO cu FPM nu a avut nicio influenta
semnificativa asupra rezultatelor de acceptabilitate, mediile reflectand in general profilul culorii,
gustului si aromei, conducand aceste atribute senzoriale sa devina cele mai influente atribute la
obtinerea rezultatelor.

4.5.6 Stabilitatea la depozitarea accelerate a biscuitilor

Rezultatele termenului de valabilitate efectuate pe probele de biscuiti pastrati 21 de zile la
temperatura camerei s-au prezentat in Tabelul 4.2. Din Tabelul 4.2. se poate observa ca nu s-a
constatat o variatie semnificativa a TAC pentru C1, in timp ce o crestere de aproximativ 18% a
fost observata pentru C2. O usoara crestere a TFC a fost observata pentru ambele tipuri de
biscuiti fara gluten, in timp ce TPC a aratat o crestere semnificativa cu 25% in C1 si cu 9% in C2.
Aceste variatii ale compusilor fitochimici au afectat activitatea antioxidanta, care a inregistrat o
scadere usoare in ambele probe, pana la aproximativ 9%. Rezultatele sunt similare cu Milea si
colab. (2020), care au raportat o crestere a valorilor compusilor biologic activi in timpul pastrarii
timp de 14 zile a biscuitilor cu antociani microincapsulati din orez negru si uleiuri esentiale de
lavanda.

in Tabel 4.4. si 4.5. sunt prezentate valorile obtinute la testul microbiologic al biscuitilor.

Tabel 4.4. Drojdii si mucegaiuri numarate in timpul depozitarii, UFC/g

Probe Perioada de depozitare, zile
0 7 14 21
C <100 <100 <100 <100
C1 <100 <100 <100 <100
Cc2 <100 <100 <100 <100
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Tabel 4.5. Enterobacteriaceae numarate in timpul depozitarii, UFC/g

Probe Perioada de depozitare, zile
0 7 14 21
C <10 <10 <10 <10
C1 <10 <10 <10 <10
C2 <10 <10 <10 <10

Testul microbiologic a aratat ca biscuitii au prezentat valori satisfacatoare din punct de
vedere microbiologic in timpul perioadei de pastrare (Tabel 4.4. si 4.5.).

4.5.7 Dezvoltarea unor scheme tehnologice generale pentru obtinerea biscuitilor fara
gluten cu adaos de porumb mov

Tn urma rezultatelor experimentale prezentate, au fost elaborate doud scheme tehnologice
de obtinere a biscuitilor fir& gluten, prezentate in Figura 4.4. in vederea realizarii biscuitilor fir&
gluten se recomanda utilizarea fainurilor compozite, in raport de 25% FPM si 75% FO, 2% de
praf de copt, 30% zahar, acidificant (5%), unt si ou. Aluatul obtinut trebuie racit la 4°C timp de 30
minute, iar tratamentul termic implica o temperatura de 160°C, timp de 10 minute. Se recomanda
ca dupa racire, biscuitii sa fie ambalati Tn pungi de hartie, inchise la culoare, pentru pastrarea
propietatilor biologic active.

AMBALAIJE l UNT ‘ ‘ PRAF DE COPT ‘

FAINA DE OREZ FAINA DE PORUMB N A
INTEGRALA ‘ ‘ MOV ZAHAR SUC DE LAMAIE ou
PREGATIRE PREGATIRE PREGATIRE PREGATIRE PREGATIRE
PRELIMINARA PRELIMINARA PRELIMINARA PRELIMINARA PRELIMINARA

DOZARE ’ DOZARE DOZARE DOZARE ‘ DOZARE DOZARE ‘ DOZARE

AMESTECARE

RACIRE
(4-6°C, 30 MIN)

DIVIZARE

MODELARE

COACERE
(160°C, 10 MIN)

i

RACIRE (20°C)

AMBALARE

DEPOZITARE (20°C)

il

Figura 4.4. Schema tehnologice propusa pentru obtinerea biscuitilor fara gluten (faina compozita 25%
faina de porumb mov si 75% faina de orez)

4.6. Concluzii partiale

in acest capitol, s-a testat proprietatile termomecanice ale fainurilor compozite, faina de
orez si faina de porumb mov in vederea dezvoltarii unor tehnologii de obtinere a unor produse
alimentare cu functionalitate ridicata si fara gluten.

Rezultatele obtinute in acest capitol au permis formularea urmatoarelor concluzii partiale:

@

% Ca urmare a analizei profilului termo-mecanic al fainii de porumb mov, fainii de orez si al
unor fainuri compozite s-au obtinut trei variante de biscuiti (25% faina de porumb violet si
75% faina de orez (C1), 75% faina de porumb mov si 25% faina de orez (C2) si 100%
faina de orez).
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Analiza senzoriala a aratat ca inlocuirea fainii de orez si a fainii de grau cu faina de porumb
mov nu a avut nici o influentd semnificativa asupra acceptabilitatii generale.

Variantele de biscuiti C1 si C2 au prezentat un continut de antociani si polifenoli superior
probei martor C, datoritd adaosului de faina din porumb mov astfel: valorile antocianilor
au variat de la 0 in proba martor C, 2,01+0,19 mg C3G/100 g SU pentru varianta de biscuiti
care a utilizat 25% faina din porumb mov (C1) si 6,99+0,20 mg C3G/100 g SU pentru
varianta de biscuiti care a utilizat 75% faina din porumb mov (C2); continutul de polifenoli
a variat de la 74,32+5,81 mg GAE/100 g SU la proba martor C, 79,24+1,30 mg GAE/100
g SU n C1 la 100,99+1,97 mg GAE/100 g SU in C2.

Continutul de faina din porumb mov in ambele variante de biscuiti, C1 si C2, nu a avut o
influenta semnificativa asupra continutului de flavonoide.

Activitatea antioxidanta a variantei de biscuiti C2 este mai mare (18,46+0,18 mM Trolox/g
SU) datorité continutului mai mare de adaos.

Testul ELISA indica absenta prolaminelor antigene, din variantele de biscuiti obtinute, deci
acestia pot fi considerati produse fara gluten.

In urma analizei stabilitatii la pastrare a biscuitilor s-a ajuns la concluzia c& biscuitii au o
buna stabilitate la pastrare, iar profilul fitochimic a variat in sensul unei cresteri pentru
continutul de polifenoli (cu 25% in C1 si cu 9% in C2) si flavonoide, in timp ce pentru
continutul de antociani nu a suferit modificari majore pentru ambele tipuri de biscuiti fara
gluten. Aceste modificari ale profilului fitochimic al biscuitilor fara gluten au dus la o
scadere usoara a activitatii antioxodante pentru ambele probe cu adaos de féaina de
porumb mov (9%).

Analiza morfologica si functionald a evidentiat microstructura biscuitilor. In probele
necolorate s-a observat ca, cu cat procentul de faina din porumb mov creste cu atat
agregatele sunt mai mari si mai bogate in antociani, fapt pus in evidenta prin culoarea
verde preponderenta. Probele colorate au reliefat mai bine ulrastructura agregatelor;
pentru variantele de biscuiti cu 75% faina din porumb mov s-a observat o structura
texturata, sub forma de straturi succesive de granule de amidon agregat si antociani.

Testul microbiologic al biscuitilor Tn timpul pastrarii a prezentat valori satisfacatoare.

A fost propusa o schema tehnologica de obtinere a biscuitilor fara gluten pe baza de faina
de porumb mov care poate contribui la imbogatirea dietei bolnavilor celiaci.
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CAPITOLUL 5. Aspecte tehnologice privind dezvoltarea unor produse
alimentare cu gluten prin exploatarea potentialului biologic activ al
porumbului mov

5.1. Introducere

in mod traditional, majoritatea oamenilor prefera porumbul alb pentru hrana si in special
pentru paine. Cu toate acestea, porumbul colorat contine compusi polifenolici care prezinta o
importanta deosebitd in dezvoltarea unor produse de panificatie cu valoare biologica ridicata
(Kean si colab. 2008; Perichart-Pereira si colab. 2010). Porumbul mov este considerat un
superaliment care promoveaza sanatatea, cu proprietati antibacteriene, anti-imbatrénire,
anticancerigene, neuro-protectoare, cardiovasculare si antidiabetice ( Bento-Silva, 2018).

Din rezultatele experimentale anterioare, s-a observat influenta pozitiva a compusilor
polifenolici din extractul optimizat de porumb mov asupra activitati metabolice a drojdiei
(Saccharomyces cerevisae). Prin urmare, in acest studiu s-a urmarit exploatarea acestor
rezultate Tn procesul tehnologic de obtinere a unor produse de panificatie (chifle). In plus, acest
studiu vine Tn intdmpinarea cerintelor operatorului economic furnizor de faina de porumb mov si
dorinta acestuia de a dezvolta tehnologii de valorificare a fainii de porumb mov.

5.2. Obiectivele studiului

Tin&nd cont de rezultatele obtinute si prezentate in capitolele anterioare, studiul prezentat
in acest capitol raspunde cerintelor agentului economic, care a furnizat faina de porumb mov
supusa studiului si care si-a manifestat intentia de a dezvolta tehnologii de valorificare a fainii de
porumb mov. Prin urmare, acest capitol are ca obiectiv principal valorificarea potentialului bioactiv
al porumbului mov prin dezvoltarea de produse de panificatie, imbogatite in antociani si polifenoli,
cu valoare adaugata semnificativa. Faina de porumb mov a fost utilizata in combinatie cu faina
de grau pentru a obtine chifle. Aceste produse s-au analizat privind influenta timpului de
fermentatie si al procentului de faina de porumb mov asupra profilului senzorial, fitochimic si al
activitatii antioxidante si nutritional. Tn plus, tindnd cont de efectul de stimulare a activitatii
metabolice a fainii de porumb mov asupra drojdiei de panificatie, s-a urmarit efectul adaosului de
faina de porumb mov asupra timpului de fermentare (un aspect important in industrie). Studiul a
permis dezvoltarea unor scheme tehnologice pentru obtinerea chiflelor si evidentierea avantajelor
derivate din utilizarea fainii de porumb mov.

5.3. Metode
5.3.1 Variante tehnologice de obtinere a chiflelor

Pentru realizarea chiflelor s-au folosit doua tipuri de faina: faina de porumb mov si faina
alba de grau, tip 650. S-au realizat doua experimente. Probele derivate au fost codificate astfel:

A. Primul experiment a urmarit influenta duratei de fermentatie asupra
caracteristicilor senzoriale, nutritionale si asupra profilului fitochimic al chiflelor. in acest
scop s-au realizat trei tipuri de chifle, la care timpul de fermentatie a variat (1 h sau 2 h), codificate
astfel:

a. chifle cu faina alba de grau, tip 650, 100%, folosita ca proba martor — cu fermentare 1 h
cod M1, cu fermentare 2 h — cod M2;

b. chifle cu faind de porumb mov 25% si faina alba de gréau 75% cu fermentare 1 h (P1) si
cu fermentare 2 h (F1);
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c. chifle cu faina de porumb mov 75% si faina alba de grau 25%, cu fermentare 1 h (P2) si
cu fermentare 2 h (F2).

B. Al doilea experiment a urmarit influenta compusilor polifenolici ai fainii de
porumb mov asupra activitatii drojdiei, implicit asupra timpului de fermentatie. S-au
conceput in acest scop trei tipuri de chifle la care s-a variat cantitatea de drojdie:

a. chifle cu faina alba de grau, tip 650, 100%, folosita ca proba martor (M - cantitate standard
de drojdie — 2,5%);

b. chifle cu faind de porumb mov 25% si faina alba de grau 75% (A- cantitate de drojdie
redusa la jumatate — 1,25%); la aceste chifle s-a urmarit greutatea aluatului |-a sfarsitul
perioadei de fermentatie (1h).

c. chifle (B) obtinute din faina de porumb mov 25% si fainad alba de gréu 75%, cantitate
standard de drojdie, s-a urmarit timpul necesar de fermentatie pentru care bucata de aluat
atinge greutatea obtinuta in cazul probei A.

In aceste conditii, s-a evaluat daca rezultatele obtinute in capitolele anterioare prezinta
importanta practica la obtinerea produselor de panificatie.

5.3.2 Analiza senzoriala a chiflelor

Un panel format din 10 panelisti a evaluat caracteristicile senzoriale ale chiflelor conform
unei scale hedonice in sapte puncte (1- displace extrem de mult pana la 7- place extrem de mult).
Parametrii evaluati au fost, aspect exterior, aspect in sectiune, consistenta, miros, gust, aroma,
consistenta, elasticitate, mouthfeel, after taste si impresia generala. Probele au fost codificate si
servite paneligtilor pe hartie alba. A fost folosita apa pentru clatirea gurii inainte si intre probe.

5.3.3 Extractia si analiza fitochimica a chiflelor

S-au utilizat metode de extractie conventionale si cu ultrasunete. Extractia compusilor
biologic activi s-a realizat utilizdnd solventii: etanol 70% si HClI 1N aceasta extractie fiind
suplimentata cu extractia cu ultrasunete timp de 30 min la 30°C. Determinarea continutului de
antociani monomerici a chiflelor s-a realizat similar cu determinarea antocianilor extractului
optimizat. Pentru determinarea continutului de polifenoli si flavonoide s-au utilizat protocoalele
descrise de Ursu si colab. (2020).

Activitatea antioxidanta a fost masurata prin utilizarea testului de decolorare a
radicalului ABTS [2,20 azinobis (acid 3-etilbenzotiazol-6-sulfonic)]. Determinarea activitatii
antioxidante s-a realizat utilizdnd metoda radicalului cation ABTSe+.

5.3.4 Analiza fizicochimica a chiflelor

Determinarea caracteristicilor nutritionale s-a realizat conform metodelor si standardelor
de analiza prezentate in Tabelul 5.1.

Tabel 5.1. Analiza fizicochimica a chiflelor

Caracteristici fizico- Uniformitate
chimice culoare
Sare*, % SR 91:2007
din care sodiu*, % Calcul (R 1169/2011)
Cenusa*, % SR 91:2007, Calcinare
Umiditate* % SR EN ISO 712:2010
Aciditate, grade SR 91:2007
Grasimi*, %, Metoda etero-clorhidrica
Proteine*, % Metoda Kjeldahl
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Glucide*, % din care,

Zaharuri*. % Prin diferenta, Metoda iodometrica

Metoda cu aparatul tip Fornet SR

Volum 91:2007
Porozitate SR 91:2007
Elasticitate SR 91:2007

Valoarea energetica*, %:

) Prin calcul, Regulamentul 1169/2011
kcal, Kj

5.3.5. Stabilitatea compusilor fitochimici a chiflelor la depozitare

Chiflele codificate M, A, B au fost pastrate timp de 48 ore la temperatura camerei in conditii
de Tntuneric, ambalate Tn pungi de polietilena. Chiflele au fost analizate din punct de vedere a
stabilitatii proprietatilor fitochimice.

5.3.6. Analiza statistica a rezultatelor

Rezultatele din cadrul acestui studiu reprezinta valori medii + deviatia standard a mediei,
reprezentand media aritmetica a analizelor realizate in triplicat. Analiza statistica a datelor s-a
realizat prin intermediul soft-ului Minitab.

5.4. REZULTATE $I DISCUTII
5.4.1. Profilul fizico-chimic si fitochimic al chiflelor

In Tabelul 5.2. este prezentat profilul fitochimic al chiflelor, la care s-a analizat influenta
timpului de fermentatie asupra compusilor polifenolici si activitatii antioxidante. Din Tabelul 5.2.
se poate observa ca in cazul probelor obtinute din 25% FPM si 75% faina de grau cu o durata de
fermentare de 1 h, continutul de compusi polifenolici creste liniar cu continutul de adaos de FMP.
Astfel, continutul de TAC este de circa 3 ori mai mare in probele codificate P1 si de 5 ori mai
mare in cazul inlocuirii fainii de grau cu 75%. Continutul de flavonoide este mai mare in proba
martor, in timp ce continutul de TPC este superior in cazul probei P2, care a prezentat si cea mai
mare activitate antioxidanta (137,02+0,06 mM Trolox/100 g SU). Putem afirma, in acest caz, ca
antocianii din probele P2 sunt principalii responsabili de cresterea activitatii antioxidante.

In cazul produselor obtinute prin prelungirea timpului de fermentare, valorile
corespunzatoare continutului de polifenoli sunt net superioare probelor martor, cu o crestere a
continutului de TAC de 2,6 ori (F1) si respectiv 4,22 ori (F2). Continutul de TFC si TPC creste
odata cu cresterea continutului de FPM, fapt care determina obtinerea unor valori semnificativ
mai mari pentru activitatea antioxidanta in cazul probelor F2 (155,07+0,03 mM Trolox/100 g SU).

Tabel 5.2. Profilul polifenolic al chiflelor

Profil fitochimic (mg/100 g SU) VARIANTE TEHNOLOGICE

si activitate antioxidanta M1 P2 P3 M2 F2 F3
Continutul total de antociani, 1,39+0,002f 4,08+0,0014 7,180,000 1,98+0,00¢ 5,25+0,00¢ 8,36+0,002
mg C3G
Continutul total de flavonoide, 54,15+0,032 46,13+0,05P 52,51+0,052»  52,63+0,032* 55,96+0,072° 65,00+0,082
mg CE
Continutul total de polifenoli, 144,6%0,34b¢  117,1+0,05bc 155,3+0,192 105,2+0,06¢  155,2+0,092b 198,8+0,032
mg GAE

Activitatea antioxidanta, mM
Trolox/100g SU

70,64+0,02¢ 100,07+0,01¢ 137,02+0,06" 75,34+0,01¢ 119,83+0,01¢ 155,07+0,03 2

* valorile din acelasi rand care nu impartasesc o litera (a, b) sunt diferite din punct de vedere statistic (p < 0,05) conform
metodei Anova, testul Tukey (nivel de incredere 95%)

Analiza influentei timpului de fermentare (Tabelul 5.2.) aratd un profil fitochimic net
superior pentru probele obtinute dupa 2 h. In cazul variantelor experimentale, se observa o
crestere a continutului de TAC de la 4,08+0,001 mg C3G/ 100 g la 5,25+0,00 mg C3G/ 100 g,
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ceea ce coincide cu o crestere de aproximativ 30%, in timp ce pentru probele in care FPM este
majoritara, cresterea a fost de doar 16%. Continutul de TFC creste cu circa 20% in variantele cu
25% inlocuire cu FPM si 23% in variantele cu 75% FPM. O crestere semnificativa se inregistreaza
si pentru continutul de TPC, cu 30% si respectiv, 28%. In urma acestor rezultate se poate
concluziona ca, cresterea timpului de fermentatie influenteza pozitiv atat profilul fitochimic, cat si
activitatea antioxidanta a chiflelor.

in vederea analizei influentei compusilor polifenolici asupra activitatii metabolice a
drojdiilor, dupa operatia de framéantare bucatile de aluat au fost cantarite inainte si dupa perioada
de fermentatie. Ambele bucati de aluat au prezentat aceeasi diferenta de greutate, fiind astfel
demonstrat efectul de stimulare a activitatii metabolice a drojdiei de panificatie obtinut anterior.
Prin urmare, in cazul variantelor experimentale codificate B, timpul de fermentare a fost redus cu
35 min, fapt determinat prin cantarirea bucatii de aluat pana la obtinerea unei diferente de
greutate identica cu chiflele codificate A. Din Tabelul 5.3. se poate observa ca, odata cu
reducerea timpului de fermentatie, scade si continutul de antociani de la 9,34+0,001 C3G/100 g
SU pentru probele A la 7,68+0,001 C3G/100 g SU pentru probele B, dar si de flavonoide de la
63,58+0,01 mg CE/100 g SU pentru A la 56,76+0,01 mg CE/100 g SU pentru B. Cantitatea de
polifenoli a crescut, chiar daca timpul de fermentatie a scazut, de la 140,8+0,04 mg GAE/100 g
SU pentru A la 143,8+0,19 mg GAE/100 g SU pentru B, ceea ce a dus la o crestere a activitatii
antioxidante de la 88,97+0,04 mM Trolox/100 g SU pentru A la 95,12+0,03 mM Trolox/100 g SU.

Tabel 5.3. Profilul polifenolic al chiflelor si stabilitatea la depozitare

Profil fitochimic si activitate VARIANTE TEHNOLOGICE
antioxidanta M A B
T0 T48 T0 T48 T0 T48

Continutul total de antociani, C3G, 5,11+0,003°¢  5,78+0,001*  9,34+0,001* 8,83+0,00 7,68+0,001%® 7,42+0,002%®
mg/100 g SU ¢

Continutul total de flavonoide, mg 44,35+0,005°°  54,94+0,02*®  63,58+0,01% 68,42+0,03* 56,76+0,01%® 54,41+0,05%
CE/100 g SU

Continutul total de polifenoli, mg 99,5+0,06%® 107,7+0,03*®  140,8+0,04* 136,2+0,08* 143,8+0,08** 128,4+0,01°*

GAE/100 g SU

Activitatea antioxidanta, mM 42,02+0,05%  46,94+0,01®®  88,97+0,04°* 94,99+0,0124 95,12+0,03** 94,45+0,01%*

Trolox/100g SU

* valorile din acelasi rand care nu impartasesc o litera (a, b — variatia timpului, A,B — variatia probei) sunt diferite din
punct de vedere statistic (p < 0,05) conform metodei Anova, testul Tukey (nivel de incredere 95%)

Pasqualone si colab. (2019) a investigat efectul timpului de fermentatie asupra activitatii
antioxidante si a profilului polifenolic al painii imbogatite cu struguri si seminte de rodie. Au
observat ca, continutul total de compusi polifenolici si activitatea antioxidanta s-au Tmbunatatit
prin timpul prelungit de fermentatie. Profilul polifenolic din aluatul martor a variat de la 280 la 376
mg echivalent acid galic (GAE)/kg; cel din aluatul care contine seminte de rodie a variat intre 402
si 466 mg GAE/Kg; iar continutul de compusi polifenolici din aluatul care contine seminte de
struguri a variat intre 551 si 591 mg GAE/kg. Valoarea capacitatii antioxidante a probelor martor
a crescut de la 525 la 1.017 ymol Trolox, cea a probelor care contin seminte de rodie a crescut
de la 1.059 la 2.575 pmol Trolox, iar valoarea activitatii antioxidante a probelor care contin
seminte de struguri a crescut de la 1.992 la 2.950 ymol Trolox, (Meral si Kse, 2019)

5.4.2. Analiza senzoriala a chiflelor

In Tabelul 5.4. sunt prezentate valorile medii ale caracteristicilor analizate de panelisti
pentru chifle. Caracteristicile senzoriale reprezintd una dintre cele mai importante proprietati ale
alimentelor, deoarece determina acceptabilitatea consumatorului. Dintre toate caracteristicile
evaluate de panelisti, aspectul in sectiune, gustul, aroma si senzatia lasata la sfarsit au fost cele
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mai apreciate atribute evaluate, doarece timpul mare de fermentare a avut un impact pozitiv
asupra mirosului, gustului si aromei produselor.

Tabel 5.4. Scorurile medii ale atributelor evaluate pe esantion in testul de acceptare a chiflelor

Probe Caracteristici

Aspect Aspect Miros Gust Aroma Consistentd  Elasticitate =~ Mouthfeel After taste  Impresie

exterior  in sectiune generala
M1 6,7+0,482 6,3+0,672  6,4+0,692 640,662 6,2+0,78%° 6,6+0,69? 6,5+0,70? 6,7+0,482 6,7+0,48%° 5,9+0,56"
P1 5,6+0,51°  6,8+0,422  6,7+0,48°  6,4+0,96°  6,4+0,69% 6,620,69° 6,6+0,51° 6,640,512 6,6+0,69% 6,5+0,7%°
P2 55+0,52°  6,4+0,51®  6,9+0,31° 6,140,562 6+0,47° 6,7+0,48° 6,4+0,51% 5,9+0,56° 5,9+0,31° 6+0,0°
M2 6,6£0,51°  6,7+0,48°  6,940,31°  5,8+0,42%  6,9+0,312 6+0,47° 6,8+0,42° 6,7+0,48° 6,8+0,42% 6,1+0,31°
F1 6,6£0,51*  6,7+0,48%  6,6£0,51°  6,520,52*°  6,7+0,48% 740,07 6,5+0,52° 7£0,0% 7+0,0° 6,9+0,31°
F2 5,6+0,69°  6,5+0,70°  6,4+0,51°  6,5+0,52°  6,7+0,48% 6,840,427 5,8+0,42° 6,840,422 6,3+0,48" 6,4+0,512°

* valorile din acelasi rand care nu impartdsesc o litera (a, b) sunt diferite din punct de vedere statistic (p < 0,05) conform
metodei Anova, testul Tukey (nivel de incredere 95%)

Panelistii au acordat un scor mai mare la impresia generala pentru chiflele P1, respectiv
F1. Acest lucru se datoreaza procentului optim de faind compozita care a dus la obtinerea unor
produse bune din punct de vedere al aspectului exterior, elasticitatii dar si al aromei in special
pentru chiflele F1.

5.4.3. Stabilitatea la depozitare a chiflelor

Rezultatele termenului de valabilitate efectuate pe probele de chifle codificate M, A, B,
pastrate 48 de ore la temperatura camerei sunt prezentate in Tabelul 5.3. Pentru probele
codificate A nu s-a constatat o variatie semnificativa a cantitatii de antociani si polifenoli, in timp
ce continutul de flavonoide a inregistrat o crestere de 63,58+0,01 mg CE/100 g SU la 68,42+0,01
mg CE/100 g SU, fapt cea a dus la o crestere a activitatii antioxidante de la 88,97+0,04 mM
Trolox/100 g SU la 94,99+0,01 mM Trolox/100 g SU. in schimb, pentru probele codificate B, s-a
observat o scadere usoara a compusilor polifenolici, deci si a activitatii antioxidante.

5.4.4. Profilul nutritional al chiflelor
in Tabelul 5.5 este prezentat profilul nutritional al chiflelor.

Tabel 5.5. Profilul nutritional al chiflelor

Caracteristici fizico-chimice M1 P1 P2 M1 F1 F2
Sare*, % 12 11 1,12 1,24 1,18 1,16
din care Sodiu*, % 0,48 0,44 0,44 0,49 0,47 0,46
Cenusa*, % 1,54 1,42 1,44 1,55 1,44 1,46
Umiditate* % 44,1 445 43,10 44.6 42,3 42,4
Aciditate, grade 1,84 2,61 3,39 1,17 2,92 3,51
Grasimi*, %, 0,11 0,22 0,31 0,11 0,21 0,32
Proteine*, % 93 9,5 9.7 9.3 9,4 96
Glucide*, % 44,95 44,76 45,45 44,44 46,75 46,22
Volum 316,48 253,51 220,43 288,04 277,04 198,83
Porozitate 76,09 70,71 - 75,50 72,26 -
Elasticitate 93,22 78,94 - 89,09 78,33 -
VEIDEER EBRRIEsT, e 223,44 | 2245 228,99 221,35 232,16 231,83

Din Tabelul 5.5. se poate observa ca nu au existat variatii semnificative in ceea ce priveste

continutul de sare, si respective sodiu, acestea variind de la 1,1% (P1) la 1,2% (M1). Timpul de
fermentatie nu are o influenta semnificativa asupra continutului de sare si cenusa. Rezultatele
prezentate de Enyisi si colab. (2014), Osman, (2011) si Assohoun si colab. (2013) au raportat o
crestere a continutului de cenusa odata cu cresterea timpului de fermentatie in intervalul 1,4-
3,3%, 1,79 — 1,80% si, respectiv, 1,94-1,95%. Cresterea continutului de cenusa duce la cresterea
continutului de substante minerale si reprezinta o indicatie a procentului de substante minerale
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existent pe substraturi (Ntuli si colab. 2013). Aceasta constatare sugereaza eficacitatea adaosului
de faind de porumb mov pentru imbunatatirea compozitiei minerale a substraturilor (Ogodo si
colab. 2017).

Daca se compara umiditatea probelor, se observa o scadere odata cu cresterea
procentului de faina de porumb mov. Timpului de fermentatie influenteaza semnificativ umiditatea
probelor, astfel ca se observa o scadere de la 44,5% (P1) la 42,3% (F1), respectiv de la 43,10%
(P2) la 42,4% (F2). Aciditatea creste cu adaosul de FPM din compozitia chiflelor (de la 1,84 grade
inM1la 3,39 grade in P2; dela 1,17 grade in M2 la 3,51 grade in F2), dar nu depinde semnificativ
de durata de fermentatie (2,61 grade in P1, 2,92 grade in F1; 3,39 grade in P2 si 3,51 grade in
F2).

Cantitatea de grasime creste odata cu inlocuirea unei parti din faina de grau cu faina de
porumb mov si cresterea procentului de faina de porumb mov in intervalul 0,11% (m1) - 0,31%
(P2), respectiv 0,33% in F2. Timpul de fermentatie nu influenteazd semnificativ procentul de
grasime pentru nici una din chiflele studiate. Cantitatea de proteine creste odata cu adaosul de
faina de porumb. Astfel, Tn cazul probelor cu adaos de FPM, procentul de proteine ramane constat
in jurul valorii medii de 9,5%, indiferent de durata de fermentatie. Continutul de lipide creste
proportional cu cantitatea de FPM adaugata, insa timpul de fermentatie nu influenteaza
semnificativ continutul in lipide. Cresterea continutului de lipide se datoreaza continutul de
grasime mai mare din FPM comparativ cu faina de grau. Cea mai evidenta crestere este in
continutul de glucide, cu impact asupra valorii energetice. Astfel, se pare ca un continutul mai
mare de FPM adaugata si prelungirea duratei de fermentare determina o crestere a continutului
de glucide in probele analizate, fapt care poate fi explicat prin biodisponibilitatea diferita a
compusilor din cele doua matrici. In fainurile diferitelor cereale matricea glucidica este mai simpl&
decéat matricea chiflelor, compusii prezentand o disponibilitate mult mai mare pentru procesele
enzimatice si microbiologice.

Volumul, porozitatea si elasticitatea chiflelor obtinute din fainuri compozite (faina de grau
si faind de porumb mov in procente diferite) prezinta o reducere semnificativa. Volumul probelor
P1 prezinta o reducere cu 20% fata de proba martor, in timp ce probele P2 prezinta o reducere a
volumului de 31% fata de proba martor. Acelasi aspect se observa si in cazul produselor F1,
volumul scazand cu 14%, respectiv cu 32% in cazul probelor F2, comparativ cu martor M2. Pe
de alta parte, timpul de fermentare influenteaza diferit volumul chiflelor: pentru F1 se observa o
crestere cu 9%, iar la F2 o scadere cu 10% comparativ cu probele M2. Acest aspect poate fi
explicabil datoritd actiunii compusilor polifenolici asupra ratei de multiplicare a drojdiilor; cu cét
cantitatea de compusi polifenolici este mai mare (respectiv cantitatea de faind de porumb mov)
cu atat rata de multiplicare este mai mare, iar un timp mai lung de fermentatie duce la o modificare
semnificativa a proprietatilor structurale ale aluaturilor. Datorita absentei unei retele naturale, cum
ar fi gliadinele de grau si gluteninele, necesare pentru retinerea dioxidului de carbon eliberat in
timpul procesului de fermentatie, painea de porumb nu poate atinge textura spongioasa a painii
de grau. Conform rezultatelor lui Simic si colab. (2018), probele de paine cu 30% faina de porumb
au prezentat o reducere de volum cu 20% comparativ cu painea de grau. Din Tabelul 5.5 se poate
observa ca atat porozitatea cat si elasticitatea probelor codificate P1 si F1, care prezintd un
procent de 25% faina de porumb mov au valori mai mici decat probele martor (M1 si M2); iar in
cazul chiflelor cu un procent de 75% FPM, porozitatea si elasticitatea au valori mai mici decét
standardul. Timpul de fermentatie a avut o influenta pozitiva in cazul porozitatii probelor F1
(72,26) fata de probele P1 (70,71). Nu exista diferente semnificative statistic in ceea ce priveste
valoarea energetica a probelor obtinute prin fermentare timp de 1 oré. In cazul chiflelor care au
prezentat o durata de fermentare de 2 ore, valoarea energetica cea mai mare o reprezinta probele
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codificate F2 (232,16 kcal/100 g produs). In cazul produselor cu adaos de 75% FPM, produsele
rezultate au prezentat o valoare energetica mai mica (231,83 kcal/100 g si 232,16 kcal/100 g).
Comparativ, indiferent de procentul de FPM adaugat, prelungirea timpului de fermentatie a
determinat o crestere a valorii energetice.

5.4.5. Dezvoltarea unor scheme tehnologice generale pentru obtinerea chiflelor cu adaos
de porumb mov

Pentru dezvoltarea variantelor experimentale de chifle, au fost utilizate materii prime si
materiile auxiliare si regimul tehnologic prezentate in schema tehnologica din Figura 5.2.

AMBALAJE ‘ ‘ APA ‘ DROJDIE ‘ FAINA DE GRAU

FAINA DE PORUMB ‘ ‘ SARE ‘ \L‘
Mov

PREGATIRE PREGATIRE PREGATIRE
PRELIMINARA PRELIMINARA PRELIMINARA

| DOZARE ‘ DOZARE DOZARE ‘ ‘ DOZARE ‘ ‘ DOZARE ‘ ‘ DOZARE ‘

AMESTECARE

N

FRAMANTARE
(10-15 MIN)

DOSPIRE (30-32°C)

PREMODELARE

DIVIZARE

MODELARE

DOSPIRE FINALA
(30-32°C)

A

COACERE (160°/35
MIN-180°/10MIN)

| RACIRE (20°C)

!

DEPOZITARE (20°C)

AMBALARE

Figura 5.2. Schema tehnologica de obtinere a chiflelor (fdina de porumb mov 25% si faina alba de grau
75%)

H

Materiile prime si auxiliare folosite pentru obtinerea chiflelor au fost: faina de grau tip 650
(in urmatoarele proportii: M1 si M2 - 100%, P1 si F1 - 75%, P2 si F2 — 25%), FPM (P1 si F1 —
25%, P2 si F2 — 75%), drojdie 2,5%, apa 55-66%, temperatura apei 25-35°C, sare 1,3-1,6%, ulei
de floarea soarelui 4,3%. Materiile prime dupa pregatire preliminara au fost supuse operatiilor de
framéantare timp de 10-15 minute si fermentare timp de 1 ora pentru chiflele M1, P1, P2 si A,
respectiv 2 ore pentru chiflele M2, F1, F2 si 25 minute pentru B. Aluatul a fost portionat in bucati
de 180 g, modelat si Iasat la dospire finala 15 minute, la temperatura de 35°C, urmat de coacere
timp de 35 de minute la 160°C si 10 de minute la 180°C. Dupa racire chiflele au fost ambalate in
ambalaje care sa nu permita pierderea umiditatii si uscarea chiflelor pe perioada depozitarii.

5.5. Concluzii partiale

Scopul acestui studiu a fost studiul influentei adosului de faina de porumb mov asupra
unor parametri tehnologici in vederea optimizarii tehnologiei de obtinere a unor produse de
panificatie, care sa exploateze in acelasi timp, profilul polifenolic prin dezvoltarea unor produse
functionale. Rezultatele obtinute in prezentul studiu au permis formularea urmatoarelor concluzii
partiale:
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@

< In vederea studierii influentei duratei de fermentatie asupra caracteristicilor senzoriale,
nutritionale si a profilului fitochimic, s-au obtinut trei tipuri de chifle la care s-a variat timpul de
fermentare (1 h sau 2 h): chifle din faina alba de grau cu dospire 1 ora (M1) si respectiv 2 h (M2),
chifle cu faind de porumb mov 25% si faina alba de grau 75% (P1 si F1) si chifle cu faina de
porumb mov 75% si faina alba de grau 25% (P2 si F2).

% Analiza profilului fitochimic al chiflelor a scos in evidenta o crestere semnificativa a profilul
polifenolic proportional cu cresterea timpului de fermentatie si a procentului de faina de porumb
mov. Astfel, variantele experimentale din faina de porumb mov 75% si faina alba de grau 25%,
cu fermentare 2 h a prezentat cel mai mare continut de compusi polifenolici.

% S-a observat ca faina de porumb mov reduce semnificativ timpul de fermentatie prin marirea
ratei de multiplicare a drojdiei. Acest aspect a fost observat in cazul probelor cu jumatate din
cantitatea de drojdie, care au prezentat aceeasi greutate dupa o ord de fermentatie. in cazul
chiflei B (cantitate de drojdie standard) timpul de fermentatie s-a redus cu 35 min comparativ cu
chifla martor M.

« Variantele experimentale M, A, B au prezentat o buna stabilitate a profilului polifenolic la
depozitare. Varianta A a prezentat o crestere a activitatii antioxidante (94,99+0,01 mM Trolox/100
g SU fata de 88,97+0,04 mM Trolox/100 g SU) datorita cresterii continutului de flavonoide la
68,42+0,03 mg CE/100 g SU dupa 48 ore de depozitare fatd de 63,58+0,01 mg CE/100 g SU
initial. Tn cazul produselor codificate B, s-a inregistrat o usoara scadere a continutului in compusi
polifenolici, deci si a activitatii antioxidante de la 95,12+0,03 mM Trolox/100 g SU initial la
94,45+0,01 mM Trolox/100 g SU dupa 48 ore de depozitare.

% La evaluarea caracteristicilor senzoriale ale chiflelor, panelistii au apreciat in special gustul
si aroma acestora care au fost obtinute datoritad timpului mare de fermentare. Chiflele care au
obtinut cel mai mare punctaj au fost variantele fermentate pentru 2 h, cu un continut de 25% faina
de porumb mov, continut optim reliefat de analiza reologica a fainii de porumb mov din capitolul
anterior.

@

% Analiza profilului nutritional a aratat ca atat cantitatea de faina de porumb mov cét si timpul
de fermentatie au o influentd semnificativa asupra caracteristicilor fizico-chimice. Astfel, s-a
remarcat ca aciditatea scade proportional cu procentul de faina de porumb mov si cu timpul de
fermentatie, in timp ce faina de porumb mov aduce un plus de grasimi. De asemenea, timpul de
fermentatie nu prezinta o influenta semnificativa asupra continutului de grasimi, dar influenteaza
continutul de glucide.

% Volumul, porozitatea si elasticitatea chiflelor scad odata cu inlocuirea fainii de grau cu faina
de porumb mov, datorita lipsei proteinelor glutenice din faina de porumb mov. Astfel chiflele care
prezinta 75% faina de porumb mov prezinta valori sub standarde.

@

% Valoarea energetica a chiflelor creste odata cu adaosul de faina de porumb mov si cu timpul
de fermentare, astfel incat variantele cu prelungire a timpului de fermentare au prezentat valoare
energetica mai mare (231,83 kcal/100 g produs), datoritd accelerarii proceselor metabolice de
catre compusii fenolici.

% A fost propusa o schema tehnologica de obtinere a unei chifle cu adaos de 25% faina de
porumb mov, care poate contribui la dezvoltarea unor produse alimentare functionale.
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CAPITOLUL 6. Concluzii finale

Afirmatia lui Hipocrate ,,Fie ca hrana sa-ti fie medicament si medicamentul hrana,, este
un concept promovat n acest secol si prezinta un interes din ce in ce mai mare atat in randul
cercetatorilor cat si in plan medical, economic, industrial si social. Acest aspect a dus la un interes
sporit pentru alimentele functionale care pot preveni aparitia anumitor boli sau pot ameliora
anumite efecte nedorite. In acest context intra si studiile din tez& de doctorat, intitulata ,,Cercetari
privind dezvoltarea unor produse alimentare cu valoarea adaugata prin exploatarea
potentialului biologic activ al porumbului mov”, care a urmarit cuantificarea si valorificarea
compusilor biologic activi din porumbul mov Tn vederea dezvoltarii unor produse functionale care
sa vina in sprijinul consumatorilor. Toate obiectivele au fost indeplinite, acest lucru fiind reliefat
de concluziile partiale de la sfarsitul fiecarui capitol din partea experimentala cat si a unor concluzii
generale prezentate sumativ in prezentul capitol.

Au fost testate comparativ 5 tehnici de extractie din perspectiva continutului in compusi
biologic activi si activitate antioxidanta. Extractul obtinut prin extractia asistata de ultrasunete la
30°C/60 min a fost considerat superior in ceea ce priveste concentratia de compusi biologic activi,
identificandu-se prin analizd cromatografica doi compusi majori reprezentati de cianidina-3-O-
glucozid si forma acilatd a acesteia cianidina 3-O-(6"- malonilglucozid). in urma analizei celor trei
parametri: temperatura, raportul lichid/solid si concentratia de etanol, si ajustarii datelor prin
folosirea unui model polinom patratic, s-a evidentiat o corelatie pozitiva intre recuperarea
antocianilor si temperatura si concentratia de etanol, in timp raportul lichid/solid a exercitat un
efect negativ. Au fost stabilite conditii optime pentru extractia maxima a antocianilor (5 ore, la
39°C, raport lichid/solid de 30 mL/g si concentratie de etanol de 73%), in timp ce analiza
cromatografica a extractului optimizat a evidentiat cea mai mare concentratie in miricetina, urmata
de quercetinad 3-B-D-glucozida, kaempferol, cianidin 3-O-glucozida si acid galic. S-a evidentiat
prin studiul cineticii de degradare termica ca antocianii prezinta o termostabilitate ridicata in
intervalul de temperatura 80-110°C, remarcandu-se ca parametrii de degradare termica aferenti
activitatii antioxidante au fost semnificativ mai mici comparativ cu cei estimati pentru degradarea
termica a antocianilor, fapt care denoté o termostabilitate diferitd a compusilor biologic activi din
extract. S-a evidentiat efectul inhibitor mai mare decéat cel al medicamentelor de referinta asupra
enzimelor tirozinaza, a-amilaza, a-glucozidaza si lipaza, efect dat in special de compusii
polifenolici. Datorita acestui aspect putem afirma ca extractul de porumb mov prezinta un potential
efect antidiabetic, hipocolesterolemic si de prevenire impotriva bolii Parkinson, Alzheimer si a
melanomului.

In urma testarii efectului de stimulare metabolicd asupra drojdiei (Saccharomyces
cerevisiae) cea mai mare rata de multiplicare a fost obtinuta dupa 48 de ore de cultivare, fiind
corelata cu o concentratie adaugata de 1,2 mg/100 mL, extract din faina de porumb mov. In ceea
ce priveste viabilitatea celulelor de drojdie procesul de autoliza este observat dupa 72 ore, deci
se poate afirma ca extractul de porumb mov prezinta un efect protector asupra celulei de drojdie.
Rezultatele au aratat si un proces continuu de fermentare, datorita eliberarii de CO-.

Ca urmare a analizei profilului termo-mecanic al fainii de porumb mov, fainii de orez si al
unor fainuri compozite s-au obtinut trei variante de biscuiti, care au prezentat o buna
acceptabilitate in general, iar Tn urma analizei profilului fitochimic aceste produse pot fi
considerate functionale. Testul ELISA a evidentiat absenta din biscuiti a prolaminelor antigene,
deci biscuitii pot fi considerati produse fara gluten. Ei au prezentat o buna stabilitate la pastrare
si o structura texturata, sub forma de straturi succesive de granule de amidon agregat si antociani.
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S-au obtinut doua tipuri de chifle in care s-a folosit 25% si 75% faina de porumb mov la
care s-a testat influenta timpului de fermentare asupra caracteristicilor chiflelor si influenta
compusilor polifenolici asupra timpului de fermentare. S-a aratat ca timpul de fermentare
influenteaza in general pozitiv carcteristicile senzoriale, fitochimice si nutritionale ale chiflelor, ele
prezentédnd o buna acceptabilitate, in special chiflele cu 25% faina de porumb mov. Prezenta
compusii polifenolici a determinat o reducere a timpului de fermentatie cu 35 min.

Rezultatele analizelor acestui studiu arata ca biscuitii fara gluten cu faina de porumb mov
pot fi produse usor acceptate de consumatori si recomandate pentru bolnavii celiaci. Chiflele cu
25% faina de porumb mov datorita profilului fitochimic pot fi considerate produse biologic
functionale, iar din punct de vedere nutritional corespund standardelor, si pot face parte dintr-o
alimentatie sanatoasa si echilibrata venind in ajutorul consumatorilor.

CAPITOLUL 7. Contributii originale si perspective de
continuare a studiilor

Contributiile originale ale tezei de doctorat deriva din urmatoarele aspecte:

% S-a stabilit o corelatie pozitiva dintre efectul extractului optimizat asupra activitatii
metabolice a drojdiei, Saccharomyces cerevisiae, si actiunea compusilor polifenolici din
faina de porumb mov asupra activitatii metabolice a drojdiei in timpul procesului tehnologic
de obtinere a chiflelor, corelatie reliefata prin reducerea timpului de fermentatie. Pana in
prezent, nu a fost identificat nici un studiu asemanator, si de aici si originalitatea tezei de

doctorat.

% Pentru caracterizarea profilului polifenolic avansat s-au utilizat tehnici de comatografie si
spectrofotometrie permitand o analiza detaliatéd care impreuna cu studiul parametrilor
cinetici a urmarit obtinerea unor produse care sa prezinte proprietati biochimice, toate
realizandu-se din perspectiva relatiei structura-functie-proces-produs.

+ Realizarea de studii reologice pe baza carora s-au dezvoltat cele doua produse
functionale.

% Relatia dintre structura-functie-proces-produs reprezinta elementul de originalitate al tezei
care deschide directii noi de exploatare a altor cereale neutilizate pana in prezent pe piata
romanesca sau a unor fructe (ex. dude) si desconsiderate de marea majoritate a
consumatorilor dar bogate in compusi polifenolici cu o0 mare putere antioxidanta.

CAPITOLUL 8. Valorificarea rezultatelor

l. Articole publicate
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