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INTRODUCERE

Imbrunarea enzimatici apare de reguld in timpul recoltirii, transportului, prelucrarii
si depozitarii produselor agricole proaspete, in special in fructe si legume. Acest fenomen
implica actiunea catalitica In produsele proaspete si in timpul procesarii a peroxidazei,
polifenol oxidazei si a fenilalanin-amoniac liazei, care afecteaza culoarea, aroma, proprie-
tatile nutritive si termenul de valabilitate al produselor alimentare, care au ca efect reduc-
erea gradului de acceptabilitate de catre consumatori. Se apreciaza ca aproximativ 50% din
fructe si legume sunt risipite anual datorita imbrunarii enzimatice (Igbal si colab., 2019).
Prin urmare, controlul corespunzator al imbrunarii poate conduce la reducerea costurilor si
arisipei de alimente.

Principalii mediatori ai reactiei de imbrunare enzimatica sunt polifenol oxidaza (PFO)
(E.C. 1.10.3.1) si peroxidaza (PRO) (E.C.1.11.1.7). Mecanismul de actiune al PFO se bazeaza
pe capacitatea sa de a oxida compusii fenolici. Atunci cand tesutul vegetal este deteriorat,
avand ca effect ruperea plastidelor, compartimentul celular in care se afla PFO intra in
contact cu compusii fenolici eliberati prin distrugerea vacuolelor, organele majore de stocare
a acestor compusi. Se considera ca situsul activ al PFO contine doi atomi de cupru, iar enzima
catalizeaza doua reactii diferite in prezenta oxigenului molecular: hidroxilarea
monofenolilor (activitate monofenolazica) si oxidarea o-difenolilor la o-chinone (activitatea
difenolazicd). Aceasta reactie este In general urmatda de polimerizarea neenzimatica a
chinonelor, cu formarea de melanine, pigmenti de masa moleculara mare si culoare inchisa.

Implicarea PRO In mecanismele de Imbrunare enzimaticd este dependenta de
activitatea PFO, mecanismul de reactie fiind dificil de caracterizat, din moment ce unul din
substraturile specifice (peroxidul de oxigen) este prezent, in general, In cantitati foarte
scazute in celulele plantelor. Studii recente au aratat ca PRO poate amplifica reactia de
imbrunare enzimatica mediate de PFO, prin acumularea de chinone care duce la cresterea
concentratiei de peroxide.

Pentru reducerea efectelor date de imbrunarea enzimatica se utilizeaza tehnologii
emergente si traditionale, cele traditionale implicand fie tratamente fizice fie chimice. Pentru
majoritatea produselor din fructe si legume, tehnologiile emergente, precum nanotehnologie
si tehnicile de biologie moleculara sunt dificil de transpus in productie reala datorita
costurilor ridicate. Pe de alta parte, metodele fizice traditionale, cum ar fi tratamentul termic,
tratamentul cu ultrasunetele sau alte tratamente aplicate cu scopul de a atinge gradul de
inhibare enzimatica dorit, au ca efecte secundare reducerea valorii nutritive, degradarea
compusilor biologic activi etc (Umair et al., 2022). Pentru metodele chimice, problemele de
siguranta reprezinta o constrangere majora pentru aplicarea inhibitorilor chimici, deoarece
tot mai multi consumatori cauta alimente mai sigure, mai sandtoase si mai ecologice. Prin
urmare, identificarea unor inhibitori enzimatici siguri, naturali, care sa Inlocuiasca compusii
sintetici utilizati pentru limitarea efectelor imbrunadrii enzimatie, faira a compromite
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proprietatile nutritionale si organoleptice, reprezinta o problema emergenta pentru
tehnologiile actuale de procesare a alimentelor.

Numeroase studii din literatura de specialitate, fundamentate stiintific, sugereaza ca
un consum regulat de fructe si legume sunt asociate negativ cu riscul de dezvoltare boli
cronice. Astfel de efecte pozitive asupra sanatatii sunt atribuite bioactivitatii mai multor
molecule nenutritive continute in mod natural, inclusiv fibre alimentare, carotenoide si
compusi fenolici (Zhu si colab., 2018). Acestea din urma reprezinta cel mai important si mare
grup de compusi bioactive, omniprezenti in plante. Trasdtura moleculara comund a
compusilor fenolici este prezenta unuia sau mai multor inele aromatice, cu cel putin o
grupare hidroxil. Compusii fenolici pot fi molecule simple cu un singur fenol, cum ar fi acizii
fenolici, sau structuri complexe cu doua sau mai multe grupari fenolice, cum ar fi stilbenele
si flavonoidele. In plus, forma lor nativi este adesea polimerizati sau conjugatd cu zaharuri
sau acizi organici dand nastere la o varietate de glicozide. Structurile specifice ale compusilor
fenolici sunt considerate responsabile pentru o varietate de activitati biologice, inclusiv
activitati antioxidante, antiinflamatorii si imunoreglatoare.

Marul, cu gustul sau crocant, dulce si profilul nutritional bogat, este cunoscut pentru
rolul sdu in prevenirea bolilor si mentinerea sanatatii (Musacchi & Serra, 2018). Marul este
unul dintre cele mai consumate fructe din lume, iar productia mondiala de mere estimata de
catre Organizatia Natiunilor Unite pentru Alimentatie si Agricultura (FAO) a fost in anul
2023-2024 mai mare 83.98 de milioane de tone. Principalele moduri de consum a merelor
sunt sub forma proaspata (70 %) si produsele procesate (25-30 %). Oamenii consuma mere
si produse pe baza de mere In principal datorita gustului si beneficiilor lor pentru sanatate.
Datorita continutul ridicat de compusi fenolici, marul este inalt susceptibil la imbrunarea
enzimatica, ceea ce reduce din acceptabilitatea consumatorilor.

Datorita impactului sau economic enorm asupra industriei alimentare, inhibarea
imbrunarii enzimatice cauzata de PFO si PRO in produsele alimentare a fost investigata pe
scara larga. Cei mai importanti factori care determind rata si gradul de imbrunarea
enzimatica a fructelor implica concentratiile atat de PFO activa, cat si de compusi fenolici,
pH-ul, temperatura, compartimentarea intre enzime si substraturi si disponibilitatea la
oxigen a tesutului. Intelegerea procesului de imbrunarea enzimatici este necesara pentru
stabili strategii innovative de control eficient si pentru a obtine produse de inalta calitate,
acceptate pentru consumatori.

In acest context, teza de doctorat intitulati STRATEGII INOVATIVE DE REDUCERE A
GRADULUI DE IMBRUNARE ENZIMATICA LA PRELUCRAREA MERELOR IN PRODUSE CU
FUNCTIONALITATE RIDICATA are ca scop principal fundamentarea stiintifici a efectelor de
inhibare a unor compusi fenolici extrasi din surse naturale asupra PFO din mere si
dezvoltarea unor produse alimentare cu grad de imbrunarea enzimatica redus, din
perspectiva mentinerii functionalitatii native a merelor procesate.

Obiectivele stiintifice ale tezei de doctorat sunt:
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A. Analiza critica a literaturii de specialitate si fundamentarea stiintifica a
mecanismelor de Imbrunare enzimatica si a tehnologiilor actuale de inhibare
a PFO, din perspectiva identificarii unor solutii naturale, individuale sau
combinate cu alte tratamente fizice de obtinere a unor produse din mere cu
grad redus de imbrunare.

B. Caracterizarea fizico-chimica si fitochimica a merelor, selectate ca sisteme
model In teza de doctorat, datorita continutului ridicat de compusi fenolici,
productia mondiala si profilul de consum.

C. Cercetare fundamentala avansata de identificare a unor inhibitori naturali,
analizdnd pe baze statistice si cinetice efectul compusilor bioactivi din
extractul din calixul de Hibiscus asupra PFO din mere.

D. Cercetare aplicativa pentru stabilirea unei tehnologii de obtinere a produselor
gelifiate din mere infuzate in extract de hibiscus si analiza profilului
nutritional, biologic active, textural si sensorial.

E. Cercetare aplicativda pentru stabilirea unei tehnologii de obtinere a unor
bauturi pe baza de mere infuzate in extract de Hibiscus, cu analiza pierderilor
tehnologice de polifenoli la pasteurizare, stabilitate la depozitare, profilare
fitochimica si valorificarea borhotului rezultat prin inoculare cu bacterii
lactice, cu scopul evidentierii rolului polifenolilor In activitatea metabolica a
bacteriilor probiotice si dezvoltarea unor pudre cu nalt profil functional.

F. Utilizarea tehnicilor de uscare convective in aer cald si infrarosu pentru
obtinerea de snacks-uri din mere infuzate in extract de hibiscus si analiza
profilurilor fitochimice, texturale si sensoriale ale produselor uscate la diferite
temperature. Analiza cineticii de uscare pe baze cinetice.

Teza de doctorat este structurata astfel:

Studiul documentar, care cuprinde doua capitole cu referire la aspecte referitoare
la compozitia chimica si biochimica a merelor si importanta imbrunarii enzimatice in
controlul calitatii produselor alimentare.

Contributii originale, care cuprinde sase capitole ce prezinta fiecare o scurtd analiza
a contextului tematicii abordate, obiectivul studiului, materiale si metode, rezultatele
experimentale, concluzii si bibliografie, dupa cum urmeaza:

Capitolul 3, intitulat Identificarea si evaluarea capacitatii de inhibare a unor extracte
naturale asupra polifenoloxidazei din mere prezinta rezultatele investigatiilor pentru
atingerea obiectivului general si a celor specifice, acela de a cerceta efectul inhibitor al
compusilor bioactivi din extractul de caliciu de Hibiscus asupra PFO din mere. Studiile au
folosit o abordare cuprinzatoare, bazata pe extractie, optimizare si validare, caracterizarea
interactionald avansati a polifenolilor de PFO si cinetica de inactivare termici. In prima
etapd, PFO a fost extrasa, purificata si caracterizata pentru parametrii optimi de activitate.
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Sursa de inhibitie a fost extractul de hibiscus. Rezultatele obtinute ofera informatii utile
pentru utilizarea inhibitorilor polifenolici pentru a preveni imbrunarea enzimatica (cafestol,
acid galic, catechina).

Capitolul 4, intitulat Aspecte texturale, fitochimice si nutritionale ale produselor
gelifiate din mere infuzate cu extract de hibiscus prezintd rezultatele investigatiilor privind
obtinerea unei categorii de produse procesate din mere cu un grad redus de imbrunare
enzimatica, prin exploatarea potentialului unor compusi polifenolici de a inhiba activitatea
enzimaticda a PFO din mere. A fost adaptata o tehnologie de obtinere a produselor gelifiate
infuzate In extract apos de calix de Hibiscus sabdariffa L. si dezvoltarea unei scheme
tehnologice generale pentru procesare a merelor cu infuzie in extract apos de hibiscus in
produse gelifiate.

Capitolul 5, intitulat Procesarea merelor infuzate in extract apos de Hibiscus in bauturi
rdcoritoare cu grad redus de imbrunare enzimaticd, prezinta rezultatele investigatiilor in
urma utilizarii substantelor naturale antiimbrunare apartinand clasei polifenolilor pentru
imbunatatirea calitatii si a parametrilor nutritionali pentru o bautura pe baza de suc de mere
infuzate in extract apos de hibiscus. Determinarea continutului de antociani a probelor
rezultate au fost analizate Tnainte si dupa pasteurizare. In studiu se prezinti si capacitatea
polifenolilor de a stimula activitatea metabolica a probioticelor din borhotul rezultat de la
presarea merelor si extractia sucului, inoculat cu Lactobacillus casei si liofilizat.

Capitolul 6, intitulat Cercetare aplicativd prin utilizarea extractelor de hibiscus la
obtinerea chipsurilor din mere prin diferite metode de uscare prezinta rezultatele studiului
care s-a concentrat pe testarea a douda metode alternative de uscare a merelor cu si fara
infuzie in extract de hibiscus, care este bogat in polifenoli si in special antociani in vederea
obtinerii snacks-urilor din mere. Se prezinta rezultatele efectelor uscarii convective in aer
cald si respective a uscarii in infrarosu asupra parametrilor cinetici, a continutului de
polifenoli si a activitatii antioxidante. De asemenea, se prezinta rezultate ale caracteristicilor
fizice, senzoriale, capacitatii de rehidratare, raportul de contractie, profilul polifenolic.

In teza de doctorat, structura fiecirui capitol din partea de contributii proprii este
specifica unei lucrari stiintifice, fiind organizat Intr-o succesiune de subcapitole, dupa cum
urmeaza: introducere in care se prezinta oportunitatea cercetarilor, obiectivele specifice,
materiale si metode, in care sunt descrise materialele si reactivii utilizati, precum si metodele
de investigare, analiza, de prelucrare si interpretare a datelor experimentale, rezultate si
discutii, in care sunt reliefate rezultatele originale obtinute; concluzii partiale si bibliografie.

Concluziile finale prezinta concluziile principale rezultate In urma investigatiilor
realizate, ce au vizat identificarea unor strategii inovative de inhibare a enzimelor oxidative
din mere si dezvoltarea unor tehnologii de procesare pentru obtinerea de produse cu grad
redus de imbrunare enzimatica.

Teza de doctorat cuprinde 154 pagini, in care sunt incluse 25 figuri si 18 tabele.
Studiul documentar reprezinta 19 %, iar partea experimentala 81 %.
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In final, sunt prezentate contributiile originale ale tezei de doctorat, cu impact in
dezvoltarea cunoasterii in domeniu si perspectivele pentru continuarea cercetarilor, precum
si diseminarea rezultatelor obtinute In domeniul de cercetare abordat. Astfel, rezultatele
cercetarilor au fost valorificate prin publicarea a 3 articole stiintifice in reviste cotate ISI
(Journal of Food Science, Food Science and Nutrition si The Annals of the University Dunarea
de Jos of Galati, Fascicle VI - Food Technology), precum si 8 comunicari la manifestari
stiintifice reprezentative, nationale si internationale in domeniul ingineriei produselor
alimentare.

Activitatile de cercetare din cadrul tezei de doctorat au fost derulate in cadrul
Centrului integrat de cercetare, expertizd si transfer tehnologic (BioAliment-TehnlIA)
(www.bioaliment.ugal.ro), apartindnd Facultatii de Stiinta si Ingineria Alimentelor,
Universitatea "Dundrea de Jos” din Galati. Teza s-a realizat sub coordonarea stiintifica a Prof.
univ. dr. ing. habil. Nicoleta STANCIUC, in calitate de conducitor de doctorat si a comisiei de
indrumare si integritate academica alcatuitd din: Prof. univ. dr. ing. habil. Gabriela
RAPEANU, Prof. univ. dr. ing. habil. Iuliana APRODU, Conf. univ. dr. ing. Liliana MIHALCEA si
Cercetator stiintific grad I dr. ing. Roxana IONETE.
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CAPITOLUL 3. IDENTIFICAREA SI EVALUAREA CAPACITATII DE
INHIBARE A UNOR EXTRACTE NATURALE ASUPRA
POLIFENOLOXIDAZEI DIN MERE

3.1. ASPECTE INTRODUCTIVE

Polifenoloxidaza (PFO) mediaza reactiile enzimatice si conduce la modificari semni-
ficativ de culoare, in timp ce oxidarea polifenolilor afecteaza negativ gustul, aroma si
valoarea nutritivda (Mufioz-Pina si colab., 2022). PFO (EC 1.14.18.1) este o enzima care
contine cupru, apartinand familiei oxidoreductazelor, enzime care au capacitatea de a
cataliza oxidarea monofenolilor la o-chinone, urmata de o polimerizare neenzimatica a
chinonelor, cu formarea pigmentilor melanoidinici, care determina modificarea culorii spre
roscat-maroniu (Kanteev si colab.,2015).

Datorita continutului ridicat de polifenoli, marul (Malus domestica) este predispus la
imbrunarea enzimatica (Martino si colab.,2019), ceea ce conduce la neacceptarea produselor
de cdtre consumator, avand drept consecinta producerea de cantitati mari de deseuri si
pierderi economice semnificative (Mufioz-Pina si colab.,2022).

in general, la nivel industrial, sunt utilizate diferite metode fizice si chimice de
prevenire a imbrunarii enzimatice (Silva & Sulaiman, 2019). Cea mai utilizata metoda fizica
este prelucrarea termica, care permite inactivarea enzimelor, dar afecteaza semnificativ
valoarea biologica si nutritiva a produselor, prin degradarea compusilor biologic activi si a
nutrientilor termosensibili (Queiroz si colab., 2008). O practica obisnuita este inhibarea
chimica a activitatii PFO, prin utilizarea inhibitorilor naturali si sintetici, cum ar fi sulfitii,
acidul citric si acidul ascorbic, datorita costurilor reduse, manevrabilitatii, cu modificarii
minime in concentratia compusilor bioactivi (Mufioz-Pina si colab. 2022). Cu toate acestea,
utilizarea inhibitorilor chimici este limitata, datorita impactului lor negativ asupra gustului
si potentialul alergen al sulfitilor. Diferite studii au sugerat utilizarea inhibitorilor naturali in
controlul imbrunarii enzimatice la cartofi (Lee si colab., 2002), pere (Kim si colab., 2005), si
banane (Lee, 2007). Mecanismul de inhibitie a PFO asupra compusilor fenolici fost explicat
de Rotbart si colab. (2018), care au sugerat o inhibitie necompetitiva datorita cuplarii
gruparilor hidroxil din compusii fenolici la complexul enzima-substrat, care faciliteaza
transferurile de electroni si reducerea concomitenta a compusilor, impiedicand generarea
de pigmenti.

Dupa cum sugereaza Tinello si Lante (2018), controlul activitatii PFO in fructe si
legume este inca dificil de gestionat, fiind insa determinat de preferintele si exigentele
crescute ale consumatorilor referitoare la alimente proaspete si minim procesate. Prin
urmare, pentru a pastra proprietatile senzoriale si nutritionale ale alimentelor, sunt
necesare strategii noi de identificare a unor noi agenti antiimbrunare naturali care sa
inlocuiasca tratamentele conventionale.
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Extractele naturale obtinute din diferite subproduse si deseuri agroalimentare au fost
testate ca potentiali inhibitori naturali ai PFO. De exemplu, inhibitori naturali competitivi au
fost catechinele din extracte de ceai verde (Klimczak & Gliszczynska-Swigto,2017), (-)-
epigalocatechina si (-)-epigalocatechin galatul din extracte de maces si rodie (Zocca si colab.,
2010), (-)-epigalocatechin galatul din doua soiuri de struguri rosii (Tinello & Lante, 2017),
quercetina din subproduse de ceapa (Roldan si colab., 2008), acizi citric si malic din struguri
(Tinello & Lante,2017 ) si sucuri de ananas (Chaisakdanugull si colab., 2007).

Avand in vedere interesul crescand pe pietele internationale pentru arome si culori
exotice, hibiscus (Hibiscus sabdariffa L) este consumat pe scard larga in regiunile
subtropicale si tropicale sub forma de dulceats, jeleu si bauturi racoritoare, in timp ce calixul
este folosite In principal pentru prepararea ceaiului (Monteiro si colab., 2017). Caliciul de
Hibiscus este bogat in diferiti antociani (cianidin-3-0-sambubiozida, delfinidin-3-0-
sambubiozida si cianidin-3-0-glucozida) si acizi organici (acid hibiscus, acid galic, acid malic
si acid citric) (Preciado-Saldafia si colab., 2019), zaharuri, flavonoide si acizi fenolici, cum ar
fi quercetina si hibiscetina, galocatehin galat, acidul protocatecuic, acidul cafeic, catehina etc.
(Da-Costa-Rocha si colab.,2014).

3.2. OBIECTIVELE STUDIULUI

Pe baza acestor caracteristici cheie, obiectivul general al acestui studiu a fost acela de
a investiga efectul inhibitor al compusilor bioactivi din extractul din calixul de Hibiscus
sabdariffa L asupra PFO din mere. Obiectivele specifice ale studiului au fost:

1. Extractia, separarea si purificarea PFO din mere authtone si stabilirea
parametrilor optimi de activitate (pH si temperatura) utilizand pirocatecolul ca
substrat.

2. Optimizarea si validarea parametrilor de extractiei a compusilor biologic active
din calixul de Hibiscus sabdariffa L, cu ajutorul metodologiei suprafatei de raspuns
(RSM) si a matricii design Box-Behnken (BBD).

3. Profilarea fitochimica avansatd a compusilor biologic activi din extractul
optimizat si validat de Hibiscus sabdariffa L prin cuplarea cromatografiei lichide
de nalta performanta (HPLC) cu ultra-HPLC (UHPLC).

4. Studiul cineticii de inactivare a PPO din mar si estimarea parametrilor de
inactivare.

5. Studiul efectului de inhibare a unor compusi fenolici individuali (standarde) si in
combinatie si a extractului de Hibiscus sabdariffa L asupra PFO. Rezultatele au fost
comparate cu cinetica de inactivare termica a PFO in intervalul de temperatura
25°C- 90°C pentru 5 min.

6. Studii pentru evidentierea efectului extractului asupra structurii si conformatiei
PFO din mar utilizand metode complementare de analiza, bazate pe spectroscopia
de fluorescenta si modelarea moleculara.
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Rezultatele au aratat ca o strategie importanta de inhibare a PFO din mar poate
implica combinarea efectului chimic al compusilor biologic activi din extractul de hibiscus cu
0 procesare termica minima.

3.3. MATERIALE SI METODE
3.3.1. Material vegetal

In studiile efectuate, s-a utilizat o varietate autohtona de mar (Frumosul de Voinesti),
achizitionat de la un producator local (Dambovita, Romania). Fructele au fost spalate si
utilizate pentru extractia si purificarea PFO. Calixul uscat de Hibiscus sabdariffa L. a fost
achizitionat de la un market local (Galati, Romania). Calixul uscat a fost cantarit, macinat
pana la obtinerea unei pulberi fine, cu ajutorul unei rasnite de laborator si utilizat in
experimentele de optimizare a extractiei.

3.3.2. Reactivi

in experimente s-au utilizat urmatorii reactivi: acid acetic, acetona, acetonitril, acid
formic, metanol, etanol, cafestol, procianidina A1, procianidina B1, catehina, acid galic, acid
cafeic, acid siringic, acid 3,4-dihidroxibenzoic, acid clorogenic, acid ferulic, acid elagic, p-acid
cumaric, acid sinapic, quercetin 3-glucozid, quercetin 3-d-galactozid, luteolina, delfinidin-3-
0-B-d-glucozid, pelargonidin-3-0-glucozid, clorura de malvidina, quercetina, rutina trihidrat,
rutina (quercetin 3-rutinozid), kaempferol, naringenin, crisina, acid 3,4 hidroxibenzoic si
miricetina (de puritate HPLC), care au fost achizitionate de la Sigma-Aldrich. Toate
substantele chimice si reactivii utilizati in experimente au fost de puritate analitica.

3.3.3. Extractia si purificarea PFO

Pentru extractia si purificarea PFO, a fost utilizata metoda descrisa de lonita si colab.
(2017), cu unele modificiri. Inainte de extractie si purificare, merele au fost spilate cu apa
distilata si curatate de seminte, urmate de omogenizare cu ajutorul unui blender (Seria 5000
BlenderCoreHR3573/91, Phillips). O cantitate de 500 g de fructe macinate a fost imersata in
apa Milli Q in raport de 1:1 (w/v) si omogenizate. Amestecul a fost filtrat de trei ori, printr-o
panza filtranta cu trei straturi si centrifugat timp de 2 ore, la 15.000xg, la 4°C (centrifuga
Universal-320 RHettich). Precipitatul obtinut a fost dizolvat intr-un volum de 300 mL solutie
tampon Mcllvaine (acid citric 0,1 M si fosfat disodic 0,2 M) cu 1,5% Triton-X si 2% polivinil
pirolidona insolubili (pH 5,5), urmati de agitare timp de 1 or4, la 4°C. In plus, amestecul a
fost centrifugat timp de 1 ora la 15.000°Cxg, la 4°C, in timp ce supernatantul rezultat a fost
supus la o precipitare cu sulfat de amoniu 30%, urmata de centrifugare timp de 2 ore la
15.000xg si 4°C.

A doua etapa de precipitare, cu sulfat de amoniu 90% a fost efectuata utilizand
supernatantul obfinut din etapa anterioard, sub agitare. Dupa 90 de minute de agitare,
amestecul a fost centrifugat timp de 90 de minute la 15.000xg si 4°C. Precipitatele obtinute
au fost colectate Impreuna si redizolvate In 100 mL solutie tampon Mcllvaine (pH 6,25).
Amestecul a fost dializat in apa Milli-Q cu ajutorul unei membrane Spectra/Por cu
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dimensiuni de 12-14 kDa activata in prealabil, pentru a elimina sarurile. Fractiile enzimatice
dializate au fost liofilizate, folosind aparatul ALPHA 1-4 LD. Pentru a obtine un grad mai
mare de puritate, enzima a fost introdusa in coloane cromatografice cu ajutorul
echipamentului AKTA pure 25 (GE Healthcare), pe o coloani de schimb ionic Mono Q 5/50
GL Fast Flow echilibrata anterior cu o solutie tampon fosfat de 20 mM (pH 7,52). Coloana
cromatografica a fost eluata cu NaCl prin aplicarea unui gradient liniar care a crescut de la 0
la 1,0 M in tampon fosfat 20 mM (pH 7,52), la un debit de 1 ml/min.

Activitatea enzimatica a fost testata folosind pirocatecolul ca substrat. Fractiile care
au prezentat cele mai mari activitati enzimatice au fost colectate si omogenizate pentru
analize ulterioare. Concentratia de proteine a fost evaluata prin metoda Bradford utilizand
ca standard albumina serica bovina.

3.3.4. Proiectarea experimentala a extractiei compusilor biologic active din
calixul de Hibiscus sabdariffa L

Pentru a obtine un extract Imbogatit In antociani, conditiile de extractie pentru
hibiscus au fost optimizate folosind RSM. S-au utilizat pentru extractia asistata de
ultrasunete un amestec solid-lichid In raport de 1:9, folosind un design Box-Behnken (BBD)
cu trei factori, trei niveluri si trei replici in punctele centrale. Cele trei variabile independente
folosite au fost: concentratia de etanol (X1), temperatura (X2) si timpul de extractie la
ultrasonare (X3), In timp ce continutul total de antociani (CTA) a fost considerat variabila
dependenta (Tabel 3.1.). Raportul final solid/solvent a fost mentinut la o valoare constanta
de 1:9 w/v. Acest raport a fost ales pe baza studiului anterior raportate (Dumitrascu si colab.,
2019). Toate extractiile (15 experimente) au fost efectuate in trei exemplare. Etapa de
ultrasonare s-a realizat cu ajutorul unei bai de ultrasonare (MRC Scientific Instruments), la
putere constanta (100 W) si frecventa constanta (40 kHz). Dupa extractie, probele rezultate
au fost centrifugate la 9000xg, timp de 10 minute la 4°C, iar supernatantul a fost analizat
pentru continutul In antociani monomerici totali (CTA) (Dumitrascu si colab., 2019) si
exprimat ca mg delfinidin-3-0 glicozid (D3G)/g material vegetal (Tabel 3.2.). Datele
colectate in cele 15 experimente pentru continutul de antociani cu ajutorul BBD au fost
modelate cu ajutorul unui model polinomial de ordinul doi, descris de ecuatia 3.1:

Y=0+Y ki=1Lixi+) ki=1piix2i+) j) ki=2 PBijxixj (3.1)

In care: Y este raspunsul dat de model pentru continutul de antociani, valorile xi, Xj
sunt variabilele independente (cu i si j variind intre 1 si 3), f0 este constantd, in timp ce fi,
Bii, si Bij sunt coeficientii de regresie ai termenilor liniari, patratici si de interactiune, k este
numarul de variabile independente. Optimizarea si validarea conditiilor de extractie pentru
CTA a fost efectuata folosind functia de optimizare a raspunsului disponibila in software-ul
Minitab 21.
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Tabel 3.1. Nivelul de codificare a variabilelor independente luate in considerare in design-ul Box-
Behnken (Stan (Boldea) si colab., 2023)

Variabile independente
Nivelul facto- Concentratia de etanol Temperatura (°C)

rial (%) X, Timp (min)
X3
X1
-1 30 25 0
0 55 32.5 15
+1 80 40 30

3.3.5. Analizele HPLC si UHPLC ale compusilor bioactivi din extractul optimizat
de Hibiscus

In cazul analizei HPLC, s-a utilizat un solvent de extractie format din acetonad, apa ul-
trapura si acid acetic (70:29,50:0,50 v/v/ v) (Liao si colab., 2021). Volume egale de extract
de hibiscus optimizat si solvent de extractie au fost mixate si injectate pentru separare in
coloanala 30°Csi 0,65 ml/min (Agilent 1200), cu un sistem de eluare binara format din acid
acetic 1% (v/v) si acetonitril, conform metodei descries de Vlad si colab., (2022). Continutul
de compusi fenolici a fost identificat la 280 si 320 nm, In timp ce antocianii au fost identificati
la 520 nm. Concentratia compusilor individuali s-a fost exprimat in pg/g substanta uscata
(SU) pe baza curbelor de calibrare. Pentru analiza UHPLC, a fost utilizat un echipament
Thermo Scientific cuplat cu o pompa Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 Series RS, cu
compartimente pentru coloana Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 Series TCC-3000 RS
si un Thermo Fisher Scientific Ultimate 3000 Series WPS-3000RS, cu autosampler controlat
de Chromeleon Software, version 7.20.

A fost utilizata metoda descrisa de Anghel si colab. (2023), cu un gradient liniar (faza
mobila a constat din apa ultrapura acidificata in raport de 500 pL/L acid formic (la pH de
2,5) si metanol ca eluent B, pe o coloana Accucore U-HPLC C18 (150 x2,1 mm, 2,6um)
(Thermo Fisher Scientific).

Gradientul a urmat mai multe etape: 0-1 min 100% A, 1-10 min crestere liniara la
30% B, 10-26 crestere liniara pana la 100% B si mentinut timp de 4,0 min, 30-32,5 scadere
la 0% B, la un debit de 0,4 ml/min. Pentru ionizare a fost utilizata o sursa de ioni Heated
Electrospray, cu parametri optimizati. Compusii vizati au fost separati, identificati si
detectati folosind spectrometrul de masa Q-Exactive, in modul negativ, la o putere de 70.000
FWHM, 200 m/z, cu un interval de scanare de 100-1000 Da de m/z. Controlul automat a fost
stabilit la 3e6, timpul de injectare a fost stabilit la 200 ms, cu o rata de scanare setata la 2
scandri/s, un eveniment de scanare completd implicind cinci evenimente MS-MS.
Evenimentele de scanare MS2 au vizat ionii precursori, cu variatii Intre 95 si 10.005 m/z.
Fragmentarea are loc Intr-o celula de disociere de coliziune, cu energie mai mare si a fost
evaluata in cinci scanari Orbitrap separate, la o putere de rezolutie de 35.000 FWHM. Datele
colectate au fost evaluate de Quan/Qual Browser Xcalibur 2.3 (Thermo Fisher). Toleranta de
masa a fost setatd la 5 ppm pentru cele doua moduri de analiza. Pentru analiza MS/MS,
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detectarea a cel putin doua fragmente ionice cu raportul ionic adecvat a fost efectuata prin
compararea cu standardele de referinta. Pentru compusii pentru care nu sunt disponibile
curbe de calibrare, au fost utilizate diferite baze de date cu scopul identificarii formulei
moleculare cele mai rezonabile, cu o eroare de masa mai mica (ChemSpider,
www.chemspider.com). Avand in vedere faptul ca flavonele, izoflavonele si acizii fenolici au
acelasi schelet chimic, ionii obtinuti in urma fragmentarii prin analiza MS-MS au fost utilizati
pentru a confirma In continuare structura chimica cu ajutorul NORMAN MassBank
(https://massbank.eu/MassBank/), mzCloude Advanced Mass Spectral Database (https://
www.mzcloud.org/), si PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/).  Software-ul
ACDLabs MS Fragmenter 2019.2.1 a fost utilizat pentru a genera un model de fragmentare al
compusilor identificati pentru analiza comparativa.

3.3.6. Determinarea parametrilor optimi de activitate a PFO

Preparatul enzimatic liofilizat (PFO) a fost dizolvat intr-o solutie tampon Mcllvaine
(acid citric 0,1 M si fosfat disodic 0,2 M, pH 6,5) la o concentratie de 0,2 mg/mL. Pentru a
determina pH-ul optim, s-au folosit diferite solutii tampon Mcllvaine la diferite valori ale pH-
ului cuprinse intre 5,0 si 8,0. Pentru a stabili temperatura optima pentru activitatea
enzimatica, solutia de substrat (pirocatecol) a fost incubata timp de 10 minute la temperaturi
cuprinse Intre 4 si 50°C, folosind o baie de apa (Julabo F33 MC). Secvential, au fost studiate
diferite concentratii de substrat, variind Intre 0 si 0,3 M dizolvate in solufie tampon
Mcllvaine la pH-ul corespunzator. Reactia enzimatica a fost initiata prin combinarea a 0,9 ml
de pirocatecol 0,03 M cu 0,1 ml solutie de enzima, urmata de masurarea imediata a oxidarii
pirocatecolului la 420 nm timp de 2,0 min (A420). Activitatea specifica a PFO a fost calculata
ca panta a regresiei liniare, cu ajutorul ecuatiei 3.2 (Zhou si colab., 2017):

Activitate specific (Abs/min) = Aa20 /2.0 min x 1 /0.1 mL solutie PPO (3.2)

In care, A420 este absorbanta masurata la 420 nm, timp de 2 min, 1 este valoarea
corespunzatoare volumului final al amestecului; 0,1 este volumul solutiei de PFO adaugat in
amestec.

3.3.7. Studiul efectelor de inhibitie

Inainte de a testa capacitatea extractului de Hibiscus de a inhiba activitatea PFO, au
fost efectuate studii control, folosind mai multe standarde de compusi polifenolici, individual
si in combinatie, si anume, acid galic, querceting, acid clorogenic, acid cafeic si acid 3,4
hidroxibenzoic in concentratii cuprinse intre 0 si 0,75 mmol. Aceiasi compusi au fost
amestecati intr-un raport de 1:1:1:1:1 (la o concentratie de 0,75 mmol) si testati pentru
potentialul inhibitor.

Efectele inhibitoare ale standardelor polifenolice si ale extractului de Hibiscus au fost
testate folosind pirocatecol 0,03 mol ca substrat. Extractul de Hibiscus a fost diluat cu solutie
tampon Mcllvaine pH 6,5 Intr-un raport de 1:30. Experimentele de inhibare au fost
determinate prin amestecarea unui volum de 0,8, 0,81, 0,82, 0,83, 0,84, 0,85, 0,86, 0,87, 0,88
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si 0,89 ml de pirocatecol (preparat in solutia tampon Mcllvaine de inhibitor de pH 6,5) cu un
volum corespunzator de solutie inhibitoare (concentratia variind de la 0 la 817,58 mg
D3G/mL), respectiv 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20 si 10 pL, mentinand constant volumul
enzimeila 100 pL. Proba martor a fost determinata similar, cu Inlocuirea solutiei inhibitoare
cu 100 pL solutie tampon Mcllvaine, pH 6,5. In toate cazurile, activitatea enzimatici a fost
masurata dupa protocolul descris in sectiunea 3.3.6. Efectul inhibitor a fost estimat pe baza
ecuatii 3.3:

EI (%) = (1 — i—:) X 100 (3.3)

In care: Ae este activitatea PFO in prezenta standardelor de polifenoli/extract
(abs/min) si Ao este activitatea PFO fara inhibitor (abs/min). Clso, reprezentand concentratia
de inhibitor necesara pentru inhibarea a 50% din activitatea enzimatica a fost estimata ca
panta regresiei neliniare a graficului obtinut prin reprezentarea logaritmului din concen-
tratiile de inhibitor versus efectul de inhibitie (EI) (%).

3.3. 8. Spectroscopie de fluorescenta

Spectrele de fluorescenta au fost obtinute utilizind un Spectrometru de luminescenta
LS-55 (Perkin Elmer), folosind o celula de cuart de 1,0 cm si o baie cu termostat, care a permis
mentinerea unei temperaturi constante de 25+0,1°C. Latimea fantelor atat pentru excitare,
catsi pentru emisie a fost stabilita 1a 10,0 nm. Spectrul de emisie a fost Inregistrat la lungimea
de unda la excitatie de 280 nm emisie Intre 310 la 420 nm, In timp ce lungimea de unda la
care s-a Inregistrat maximul de fluorescenta (Amax) a fost utilizata pentru a calcula
constantele de legare (Zhou si colab., 2017).

Pentru a investiga efectul de quenching asupra structurii si conformatiei PFO,
experimentele au constat In adaugarea succesiva a extractului de hibiscus, prin introducerea
a0,2mlde 10 mg/ml de PFO liofilizata in cuva de cuart, care contine 2,5 ml de solutie tampon
Tris (pH 6,5), urmata de titrare cu extract, in concentratii variind de la 0 la 58,55 mMol (in
bazi D3G). In toate experimentele, valorile intensititii fluorescentei au fost corectate pentru
efectele de diluare, inainte de a fi luate In considerare pentru analiza datelor. Datele au fost
analizate folosind urmatoarea ecuatie Stern-Volmer (Ecuatia 3.4) (Dumitrascu si colab.,
2016):

— =1+ Ksy[CTA] = 1 + ko0, [CTA] (3.4)

0

In care, Fo sunt unitati arbitrare de fluorescenta in absenta extractului si F reprezinti
unitati arbitrare de fluorescenta in prezenta concentratiilor diferite de extract. [TCA] este
concentratia totala de antociani monomerici (mMol D3G/mL), Ksv este constanta de Stern-
Volmer determinata ca panta a regresiei liniare a Fo/F versus [CTA], kq este constanta vitezei
de stingere a biomoleculelor si to este durata medie de viata a fluoroforului in absenta
quencherului (Zhao si colab., 2015). Constanta de legare (Kb) si numarul de locuri de legare
(n) au fost estimate cu ajutorul ecuatiei 3.5:
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(Fo—F)
F

In care Ko si n au fost determinate ca panta si intercept a curbei de regresie a
logaritmului dublu log[(Fo - F)/F] versus log[CTA].

3.3.9. Tratamentul termic al solutiilor enzimatice

log = log(K}) + nlog[CTA] (3.5)

Inainte de studiile de fluorescents, 0.30 mL din solutia de PFO (10 mg/mL in solutie
tampon Mcllvaine la pH 6,5 au fost introduce in tuburi Eppendorf din plastic si supuse
tratamentului termic in intervalul de temperatura 25°C-90°C cu timp de mentinere 5 min,
utilizand o baie de apa termostatata (Digibath-2 BAD 4, Raypa Trade, Barcelona, Spania).
Solutiile enzimatice au fost racite In apa cu gheata pentru a evita degradarea termica
ulterioara.

3.3.10. Parametrii termodinamici

Parametrii termodinamici au fost calculati si utilizati pentru a descrie principalele
forte implicate in mecanismul de legare dintre PFO si compusii bioactive din extract cu

ecuatiei van 't Hoff (Ecuatia 3.6).
AH | AS
ln(k) = _ﬁ-l_E (36)
In care K este constanta de legare la temperatura corespunzitoare, T este temperatura
experimentala (K), R este constanta universala a gazelor (8,314 J/mol-K). Modificarile de
entalpie (AH, J]/mol) si entropie (AS, J]/mol/K) au fost stabilite ca panta si intercept din linia
de regresie a logaritmului natural din K versus 1/T (°K). Energia libera Gibbs (AG, kJ/mol) s-

a estimate cu ajutorul Ecuatiei 3.7:
AG=AH—-T X AS (3.7)
3.3.11. Cinetica de inactivare termica a PFO

Cinetica de inactivare termica a PFO s-a studiat in intervalul de temperature 70-95°C,
cu mentinere in intervalul 0-20 min. Astfel, 0,1 mL solutie PFO in solutie tampon Mcllvaine
la pH 6,5 s-au introdus in tuburi capilare, urmate de introducerea in baie de apa termostatata
la parametrii descrisi (Digibath-2 BAD 4, Raypa Trade, Barcelona, Spania). Dupa tratamentul
termic, tuburile au fost introduce in apa cu gheata pentru a stopa propagarea modificarilor
conformationale. Modelul cinetic de ordinal 1 descris de ecuatia 3.8 a fost utilizat pentru
calculul parametrilor cinetici.

In(32) = -k xt (3.8)
At

In care Ao este activitatea enzimatica initiald, At este activitatea reziduald a PFO dupa
aplicarea tratamentului termic la temperature constanta pentru un timp t. Pentru estimarea
constantelor vitezei de inactivare, s-a aplicat regresia liniara (Ecuatia 3.8) la temperatura
constanta in functie de timpul de mentinere.
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Pentru estimarea energiei de inactivare (Ea, k] /mol), s-a utilizat ecuatia Arrhenius’ pe
baza liniarizarii reprezentarii grafice a In(k) versus inversul temperaturii (T, 1/K) (Ecuatia
3.9):

In(k) = In(ky) — == (3.9)

In care k este valoarea constantelor vitezei de inactivare (1/min), Ea este energia de
inactivare (kJ/mol), T este temperatura (K), iar R este constanta universala a gazelor (8,314
J/mol-K).

3.3.12. Modelarea moleculara si analiza de docking molecular

Secventa de aminoacizi pentru PFO din Malus domestica (EC:1.10.3.1, P43309) a fost
preluata din baza de date UniProtKB (entry P43309; UniProt Consortium, 2015) si a fost
utilizata pentru a previziona structura tridimensionala a enzimei cu ajutorul algoritmului I-
TASSER (Yang si colab., 2015; Zhang, 2008). Modelul 3D al PFO a inclus intregul spectru de
aminoacizi aferenti P43309, fara cei doi ioni de cupru. Pentru simularea efectului
tratamentului termic, modelul generat a fost optimizat si echilibratla 25°C si 90°C cu ajutorul
campului de forte gromos43al si software-ului Gromacs 4.6.1 (Groningen University,
Netherlands) (Hess si colab., 2008). Toate etapele de dinamica moleculara au fost efectuate
in conditii de paralelizare (Stanciuc si colab., 2018). Modelul enzimatic echilibrat la 25°C a
fost utilizat ca receptor pentru 3 liganzi, respective compusii biologic activi cu cea mai mare
concentratie In extractul de Hibiscus, identificati prin analiza HPLC. Liganzii utilizati In
procedura de docking au fost cafestol, acidul galic si catehina, preluate din baza de date
ChemSpider chemical (http://www.chemspider.com/). Modele de calcul pentru dockingul
molecular au fost preluate din serverul Blind Docking (Sanchez-Linares si colab., 2012),
disponibil la http://bio-hpc.eu/software/blind-docking-server/. Metoda de screening a
suprafetei proteice implementata in Graphics Processing Units a fost utilizata pentru
identificarea complexelor cu afinitatea cea mai mare. Aceasta metoda ofera avantajul
examindrii intregii suprafete proteice care actioneaza ca receptor, oferind posibilitatea de a
identifica toate situsurile de legare. Clasificarea modelelor de legare a fost realizata folosind
o functie de scoring care tine cont de interactiunile electrostatice si Van der Waals dintre
molecule, precum si legaturile de hidrogen (Sanchez-Linares si colab., 2012). Analiza mod-
elelor a fost realizata cu ajutorul instrumentelor Gromacs, PDBePISA (Krissinel, 2010) si Vis-
ual Molecular Dynamics (Humphrey et al, 1996). Predictia interactiunilor necovalente
dintre proteina si liganzi s-a realizat cu ajutorul instrumentului PLIP v1.3.2 (Salentin si
colab., 2015).

3.3.13. Analiza statistica

Experimentele de extractie au fost repetate de trei ori, fiecare analiza fiind executata
in triplicat. Rezultatele au fost exprimate ca valori medii si deviatie standard (SD). Analiza
de regresie in etapa bazata pe analiza variantei (ANOVA) a fost efectuata utilizand software-
ul Minitab 21. Pentru a evalua acuratetea si validitatea modelului, a fost analizat coeficientul
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de determinare (R?), in timp ce nepotrivirea modelului si testul F au fost evaluate pe baza
valorii p.

3.4. REZULTATE SI DISCUTII

3.4.1. Extractia si purificarea PFO

Etapa de purificare a fost efectuata in fiecare etapa, dupa precipitarea partiala cu
sulfat de amoniu prin cromatografie de schimb de ioni. Pentru fiecare fractiune separata,
activitatea enzimatica a implicat utilizarea pirocatecolului ca substrat (0,03 Mol), in conditii
optime de activitate (pH 6,5 si temperatura de 25°C). Profilul de elutie a extractului
enzimatic partial purificat aplicat pe coloana Mono Q 5/50 GL (Figura 3.1.) prezintda un
singur peak, bine definit, in gradientul de elutie vertical (0-100%) cu solutie tampon fosfat
de concentratie 20 mMol si 1,0 Mol NaCl (pH 7.5).

Continutul de proteina a scazut cu fiecare etapa de purificare, astfel incat extractul
crud a prezentat un continut de protein de 1.90 mg/mL, in timp ce extractul enzimatic partial
purificat obtinut la precipitarea cu sulfat de amoniu de 90% a prezentat un continut proteic
de 1.10 mg/mL. In timpul cromatografiei de schimb de ioni, in ultima etap3 de purificare s-a
obtinut o fractiune cu un continut mai mic de proteina (0.12 mg/mL), care a prezentat o
activitate enzimatica specifica de 235933,39 unitati/mg. Aceasta valoare corespunde unui
grad de purificare de 6.98 ori, cu o rata de recuperare a enzimei de 16,71%.
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Figura 3.1. Profilul cromatografiec de elutie al PFO din mar: Separare pe Mono Q 5/50 GL
(cromatografie de schimb ionic). Fractiunile au fost analizate la 280 nm, 1n timp ce activitatea
enzimatica a fost determinata In conditii optime, utilizand pirocatecol ca substrat la 420 nm. (Stan
(Boldea) si colab., 2023a)

Rezultatele obtinute sunt in acord cu cele raportate de Aydin si colab. (2015), care au
caracterizat PFO din merele Hemsin (Malus communis L.) cu mai multe etape de purificare,
cum ar fi precipitare cu 20-80% sulfat de amoniu, dializa si separare pe o coloana
cromatografica de schimb ionic DE52-Celuloza si cromatografie prin gel filtrare folosing o
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coloana Sephadex G-25. Acesti autori au raportat un continut de proteina de 0,104 mg/mL,
cu un grad de recuperare a PFO de 30,13% si o purificare de 7,95 ori.

3.4.2. Parametrii optimi pentru activitatea enzimatica

Pentru a stabili valoare de pH optima pentru activitatea PFO, au fost testate diferite
valori de pH, intre 5,0 si 8,0, la 25°C, utilizand pirocatehol de concentratie 0,03 M ca substrat.
PFO a prezentat cea mai mare activitate enzimatica la pH 6,5 (682,55+1,92 DO/min). Profilul
de pH al PFO a prezentat o crestere progresiva a activitatii enzimatice in intervalul 5,0 to 6,5,
urmata de o descrestere in intervalul 7,0 si 8,0. Prin urmare, cele mai mici valori ale activitatii
enzimatice relative, reprezentand 85.88+1.52% si 25.82+1.24% din activitatea de la pH 6,5
au fost determinate la pH 5.0 si respectiv 8.0.

Activitatea enzimatica a fost determinate la diferite valori de temperaturd, intre 4°C
si 50°C, enzima prezentand activitate optima la 25°C. Rezultate similare au sugerat si
Hutabarat & Halbwirth (2019) pentru activitatea PFO din diferite soiuri de mere. In contrast,
enzima extrasa din merele din soiul Hemsin (Malus communis L.) a prezentat un optim de
activitate la pH 5.5 si 30°C, utilizand cateholul ca substrat (Aydin si colab., 2015).

3.4.3. Efectul variabilelor independente asupra extractiei antocianilor

In acest studiu, matricea BBD a fost utilizatd pentru a evalua influenta concentratiei
de etanol, a temperaturii si timpului de ultrasonare asupra gradului de recuperare a CTA din
calixul de Hibiscus. Datele experimentale sunt prezentate in Tabelul 3.2., iar parametrii
ANOVA in Tabelul 3.3.

Tabel 3.2. Matricea de design Box-Behnken cu variabilele independente si datele experimentale=

pentru variabilele de raspuns (CTA) din calixul de Hibiscus sabdariffa L. (Stan (Boldea) si colab.,
2023a)

Numar ex- X1 Xz X3 CTA

perimente (mg D3G/g)
1 30 32.5 0 147.13
2 55 32.5 15 145.83
3 80 32.5 30 106.56
4 80 40.0 15 109.21
5 80 25.0 15 126.54
6 30 40.0 15 172.18
7 55 32.5 15 161.06
8 30 25.0 15 186.31
9 55 40.0 30 190.77
10 55 25.0 0 174.79
11 30 32.5 30 193.82
12 55 25.0 30 238.86
13 80 32.5 0 56.01
14 55 32.5 15 133.36
15 55 40.0 0 244.07

avalorile sunt exprimate ca medie aritmetica a trei determinari
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Tabel 3.3. Analiza variantei si estimarea coeficientilor aferenti modelului polinomial de ordinul doi
pentru continutul total de antociani (CTA) din hibiscus (Stan (Boldea) si colab., 2023a)

Sursa DF Adj SS Adj MS F-value p-value
Model 7 1.797 0.256 11.12 0.003
Linear 3 1.328 0.442 19.18 0.001
X1 1 0.667 0.667 2891 0.001
X2 1 0.370 0.370 16.03 0.005
X3 1 0.291 0.291 12.60 0.009
Square 3 0.360 0.120 5.20 0.033
X12 1 0.079 0.079 3.43 0.106
Xz2 1 0.182 0.182 7.89 0.026
X32 1 0.083 0.083 3.63 0.098
2-Way Interac- 1 0.108 0.108 4.70 0.067
tion
X1 X3 1 0.108 0.108 4.70 0.067
Error 7 0.161 0.023
Lack-of-Fit 5 0.138 0.027 2.43 0.316
Pure Error 2 0.022 0.011
Total 14 1.959
R2 0.92
Adj R? 0.84

ANOVA a fost utilizata ca metoda de evaluare al efectul patratic al variabilelor
independente si interactiunile acestora asupra extractiei CTA. Valoarea p a regresiei de
ordinul doi a fost semnificativa (p < 0,05), indicand faptul ca modelul polinomial patratic este
precis pentru modelarea rezultatelor experimentale. Pe baza coeficientului R2, modelul a
fost capabil sa explice 92% din variatia CTA (Ecuatia 3.9):

CTA=6.1+0.02X1-0.29X2 + 0.01X3 - 0.0002 X12 + 0.004 X22 + 0.0007 X32 - 0.0004X1X3
(3.9)

In care: X1 este concentratia de etanol (%), Xz este temperatura (°C), X3 este timpul de
ultrasonare (minute). In termini liniari, concentratia de etanol si timpul de expunere la
ultrasonare au avut un efect pozitiv asupra extractiei antocianilor, in timp ce temperatura a
avut un efect negative semnificativ la p <0.01. In termini patratici, numai temperatura a
exercitat un efect pozitiv semnificativ, iar in termeni de interactiune bidirectionala,
concentratia de etanol si timpul au aratat un efect negativ la p < 0.01. Pe baza acestor
coeficienti, modelul poate fi considerat un bun indicator pentru a prezice conditiile optime
de extractie a antocianilor de hibiscus. Validarea ecuatiei modelului a fost efectuata utilizand
optimizarea raspunsului care a permis identificarea combinatiei de variabile care sa
maximizeze extractia antocianilor din hibiscus. Modelul a permis estimarea parametrilor
optimi de extractie cu etanol 30%, timp de mentinere la ultrasonare 30 minute la 25°C,
conditii in care valoarea maxima de recuperare a CTA din hibiscus a fost estimata la 256,11
mg D3G/g, cu intervale de incredere de 95% cuprinse intre 221 - 290,1. Recuperarea
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maxima a CTA rezultata in conditiile de extractie prezise a fost de 272,87+27,67 mg D3G/g
SU, confirmand validarea modelului de extractie.

Rezultatele obtinute sunt In concordanta cu cele raportate recent de Pinela si colab.
(2019), care au optimizat extractia antocianilor din calixul de Hibiscus sabdariffa folosind
extractia asistata cu ultrasunete. Autorii au raportat ca recuperarea maxima a antocianilor a
fost obtinuta atunci cand s-a utilizat o concentratie de etanol de 39,1% pentru 26,1 minute
de expunere la ultrasunete. Pe de alta parte, autorii au raportat o concentratie mai mare de
antociani, decat cea obtinuta in studiul nostru. Diferentele pot fi asociate cu tipul de sonicator
si cu raportul mai scazut dintre solid si lichid (30 g/L).

3.4.4. Analiza cromatografica a compusilor biologic activi din extractul de
Hibiscus

HPLC si UHPLC sunt doua tehnici utilizate iIn mod frecvent atunci cand vine vorba de
separarea componentelor dintr-un amestec complex. in plus, tehnicile HPLC si UHPLC pot fi
utilizate in combinatie pentru identificarea si cuantificarea diferitilor compusi. Cu toate
acestea, UHPLC cuplat cu spectrometria de masa are o sensibilitate mult mai mare,
permitand separarea compusilor cu masa moleculara mai mica. Prin urmare, pentru a obtine
o analiza elementara de mare precizie a compusilor biologic activi din extractul de Hibiscus,
ambele metode au fost utilizate ca metode complementare. Separarea cromatografica a
compusilor bioactivi din extractul de Hibiscus sabdariffa L. a evidentiat ca proba analizata
este bogata In acid galic, miriceting, acid cafeic, acid siringic, acid sinapic, kaempferol,
naringening, acid 3,4-dihidroxibenzoic, acid clorogenic, acid ferulic, acid elagic, acid p-
cumaric, In timp ce derivatii de quercetinad au variat intre 46,06 - 68465,90 pg/g extract SU,
asa cum se poate observa din Tabelul 3.4.a.

Tabel 3.4.a. Analiza cantitativa a compusilor biologic active din extractul etanolic de Hibiscus
sabdariffa L. (Stan (Boldea) si colab., 2023a)

Compus Concentratie, pg/mkL extract
Acizi fenolici
Acid galic 1814.14+2.07
Acid cafeic 499.67+1.79
Acid siringic 9.86+0.66
Acid sinapic 57.04+9.42
Acid clorogenic 210.01+6.22
Acid ferulic 0.8+0.002
Acid elagic acid 4.02+0.54
Acid p-coumaric 5.8+0.01
Acid 3, 4 dihidroxibenzoic 380.96+5.85
Flavonoide
Quercetin 3-glucozid 11.35+1.01
Miricetina 699.45+1.81
Quercetina 775.01+1.54
Rutina (quercetin 3-rutinozid) 168.7£2.23
Kaempferol 10.53+0.56
Naringenina 1.53+0.12
Antociani
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Delfinidin 3-0-3-D-glucozid 11155.37+0.37
Pelargonidina 13.92+0.42

Quercetin 3-glucozidul a fost cuantificata si din extractele de Hibiscus sabdariffa L.
analizate de Piovesana & Norefia (2019), la concentratii de 1,49 mg/100 g greutate
proaspata, respectiv 13,06-17,83 pg/g greutate proaspata. Studiile mentionate mai sus au
sugerat ca rezultatele sunt afectate de compozitia solventului de extractie, cum ar fi metanol,
apa, HCI (1% v/v) sau acid citric (2% v/v), viteza de agitare sau enzimele addugate. Diferite
metode de extractie, cum ar fi cu CO2 supercritic sau cu microunde, ar putea fi optimizate
pentru a imbunatati randamentul extractiei compusilor bioactivi, analiza cromatografica
calitativa demonstrand ca miricetina si quercetin 3-glucozidul au fost identificati printre
compusii bioactivi (Pimentel-Moral si colab., 2020). Pimentel-Moral si colab. (2020) au con-
cluzionat ca extractul de Hibiscus sabdariffa L. contine acid sinapic si miricetina ca si compusi

majoritari, rezultate care confirma datele experimentale obtinute in acest studiu.

Dintre antocianii identificati, delfinidin-3-0-glucozidul a prezentat cea mai mare
concentratie (Tabelul 3.4.a.). Antocianii din Hibiscus sabdariffa L. cuprind derivati de
delfinidin-3-0-glucozid si delfinidin-3-0-glucozid. Avand in vedere prevalenta antocianilor,
Ifie si colab. (2018) au sugerat ca derivatii de sambutiozid sunt cei mai abundenti compusi
in hibiscus. Intr-un alt studiu, Zhang si colab. (2022) au sugerat concentratii importante de
pelargonidin-3-0-glucozid (2,13-35,77 ug/g) si concentratii de delfinidin-3-0-f-D-glucozid
(17,30-168,30 pg/g) in diferite soiuri de flori de Hibiscus syriacus L.

In mod concludent, cuantificarea acizilor fenolici si antocianilor este strans legata de
protocoalele si parametrii de extractie, speciile si soiurile botanice, respectiv metodele de
separare HPLC. Pentru a obtine o compozitie elementara mai detaliata bazata pe o analiza
de mare precizie a precursorilor deprotonati si a ionilor de fragmentare, a fost utilizata
tehnica UHPLC. Dupa cum se poate observa din Tabelul 3.4.b., a fost identificat un spectru
larg de polifenoli (47 de compusi), cum ar fi antocianine (delfinidin-3-0-
sambubiozid/hibiscing, delfinidina, pelargonidina, delfinidin-3-0-B-D-glucozid), acizi
fenolici (acid clorogenic, acid neoclorogenic, acid hibiscus, acid azelaic, acid sinapic),
flavonoide  (kaempferol, = kaempferol-3-0O-sambubiozid, = kaempferol-3-0-rutinozid,
galocatehina, kaempferol glucozid si spicozid A) .

Tabel 3.4.b. Compusii bioactivi detectati in extractul etanolic de Hibiscus sabdariffa L. prin
spectrometrie de masa (Stan (Boldea) si colab., 2023a)

Timpul de
. m/z Formula mo-
Nr. retentie . < Compus propus
. Experimental leculara
(min)
1 0.61/6.08 191.05614 C7H1206 Acid quinic acid/izomer
2 0.69 207.01467 CeHsO0s Acid hibiscus
3. 1.31 169.01427 C7HeOs Acid galic
4, 2.77 153.01933 C7HgO04 Acid 3, 4 Dihidroxibenzoic
5 3.13 423.36326 C30H4s0 Taraxasterol
6 3.85 305.06668 C15H1407 Gallocatehina/epigallocatecina
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7. 3.87 353.08783 Ci6H1809 Acid neoclorogenic

8. 4.98 339.072155 C15H1609 Dafnin

9. 5.12 359.07727 C18H160s Acid rosmarinic

10. 5.22/8.21 337.09292 C16H180s Acid coumanoilquinic/izomer

11. 6.03 353.08783 Ci6H1809 Acid clorogenic

12. 6.11 177.01936 CoHeO4 Aesculetina/izomer

13. 6.55 179.03501 CoHgO4 Acid cafeic

14. 6.71 353.08783 C16H1809 Acid 1-Caffeoilquinic

15. 7.32 197.04555 CoH100s5 Acid siringic

16. 7.63 615.11222 C26H20Cl015 Cianidin 3-sambubiozid
Acid 2-0-trans-caffeoil-

17. 7.9 263.0772 C10H1608 hidroxicitric

18. 8.32 449.07255 C20H18012 Miricetin-arabinozid

19. 8.34 353.0878 C16H1809 Acid 1-0-cafeoilquinic acid

20. 8.73 269.0501 C1sH1105* Pelargonidina

21. 8.82 163.03954 CoHsgO3 Acid p-coumaric

22. 9.8 193.05066 C10H1004 Acid ferulic

23. 10.09 319.0823 C16H1607 Metil epigalocatehina

24. 10.33 223.06122 C11H1205 Acid sinapic

25. 10.89 335.0772 C16H160s Acid 5-0-Cafeoilsikimic

26. 11.26 596.13828 C26H29016* Delfinidin-3-0-sambubiozid

27. 11.74 607.16684 C28H32015 Hispidulin 7-rutinozid/izomer

28. 12.04 300.99899 C14HeOs Acid elagic

29. 12.15 463.0882 C21H20012 Quercetin 3-0 glucozid

30. 12.22 515.11950 C25H24012 Acid 1,5-Di-0-cafeoilquinic

31. 12.27 739.20913 C33H40019 Robinina

32. 12.45 609.14613 C27H30016 Rutina (quercetin 3-rutinozid)

33. 13.01 577.15630 C27H30014 Apigenina - 7 rutinozid

34. 13.13 317.03032 C15H100s Miricetina

35. 13.56 229.0506 C15H11057 Delfinidin 3-0-f3-D-glucozid

36. 13.62 447.09331 CuHyOr — Kaempferol (sauluteolin)-0-

glucozid/ izomeri

37. 13.63 579.1355 C26H28015 Kaempferol-3-0-sambubiozid

38. 13.67 593.15122 C27H30015 Kaempferol-3-0- rutinozid

39. 13.68 593.15122 C27H30015 Apigenina 7-0-glucosilglucozid

40. 13.9 625.11992 C30H26015 Spicosida A

41. 14 187.09761 CoH1604 Acid azelaic

42, 15.07 301.03540 C15H1007 Quercetina

43. 15.17 337.01208 C15H1:C107 Delfinidina

44. 15.55 271.06122 Ci5H120s Naringenina

45. 16.55 285.04049 Ci5H1006 Kaempferol

46. 18.86 329.17586 C20H2604 Carnasol

47. 22.2 359.18640 C21H2805 Rosmanol metil eter

0 mare varietate de acizi fenolici si organici in extractul etanolic de H. sabdariffa a
fost, de asemenea, sugerata de Borras-Linares si colab. (2015), inclusiv acidul hibiscus,
acidul hidroxicitric, acidul protocatecuic, acidul citric, in timp ce glicozidele de quercetina si
gosipetina au fost identificate ca fiind principalele flavonoide. In ceea ce priveste continutul
de antociani, Jabeur si colab. (2017) au evidentiat prezenta delfinidin-3-0-sambubiozidei,
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delfinidin-3-0-glucozidei si cianidin-3-0-sambubiozidei ca si compusi majori in calixul de H.
sabdariffa. Borras-Linares si colab. (2015) au studiat mai multe extracte din Hibiscus
sabdariffa L. folosind tehnici cuplate de UHPLC-ESI-UHR-Qq-TOF-MS pentru detectarea si
caracterizarea compusilor fenolici si a altor compusi polari prezenti in extract. Rezultatele
au evidentiat prezenta a 32 de compusi, dintr-un spectru larg de acizi organici si derivati ai
acestora, inclusiv acizii hibiscus si dimetilesterul sdau, hidroxietilesterul si
hidroxietildimetilesterul, hidroxicitric, acidul 2-O-trans-cafeoilhidroxicitric, acidul 5-0-
cafeoilshikimic si acidul cumaroilchinic. In plus, au fost gisiti alti compusi, cum ar fi
quercetina si conjugatii sai glucozid, rutinozid si sambubiozid; kaempferol si formele sale
rutinozide si sambubiozide; miricetina, miricetin-3-arabinogalactozida si
metilepigalocatechina. Mai mult, printre antocianii responsabili pentru culoarea rosie
aprinsa a extractului, au fost detectate in special delfinidin-3-0-sambubiozidul si cianidin-3-
0-sambubiozid.

3.4.5. Efectul inhibitor

In continuare, au fost efectuate studii control pentru a estima gradul de inhibitie al
standardelor individuale asupra activitatii PFO. Acidul cafeic a prezentat cel mai mare
potential inhibitor, conducand la un grad de inhibitie de 88%, in timp ce acidul galic,
quercitina, acidul clorogenic si acidul 3,4 hidroxibenzoic au prezentat un grad de inhibitie de
aproximativ 74%, 54%, 73% si respectiv 72%. La combinarea standardelor polifenolice,
gradul de inhibitie a atins valoarea 72%. Valorile CI50 corespunzatoare au fost de 24,65 *
1,02 mMol acid galic/ml, 24,40 *+ 1,33 mMol quercetina/ml, 24,44 + 1,08 mMol/mL pentru
acid clorogenic, 26,94 * 0,98 mMol acid cafeic/ml si 23,19 *= 0,26 mmol 3,4
hidroxybenzoic/mL.

Mai mult, pentru a testa efectul inhibitor al extractului de hibiscus asupra activitatii
PFO, s-au adaugat diferite concentratii de extract fenolic si a fost masurata activitatea
enzimatica. Gradul de inhibitie a variat pe masura ce creste concentratia extractului, pana la
49,6%, cu o valoare CI50 de 37,10+1,23 uMol D3G/mL. Valori similare pentru inhibarea PFO
din mere au fost raportate de Soysal (2009), de 42% prin utilizarea unui extract de ceai verde
(0,35 g acid galic/L), in timp ce un extract de yerba mate care contine 1,09 g echivalenti de
acid galic/L a redus activitatea PFO din mere cu 50% (Rodriguez-Arzuaga & Piagentini,
2018). Rezultatele obtinute sugereaza un efect inhibitor mai mare al extractului de hibiscus
in comparatie cu antioxidantul de referinta (acid ascorbic la o concentratie de 0,4 g/L), care
are capacitatea de a inhiba PFO de mar de aproximativ 45% (Villamil-Galindo et al., 2020).

Villamil-Galindo et al. (2020) au raportat un grad de inhibitie pentru PFO din mere de
30,26% indus de polifenoli extrasi din subproduse rezultate de la procesarea capsunilor
(0,24 g echivalenti de acid galic/L) in comparatie cu 44,61% pentru acidul ascorbic (0,40
g/L). Bayrak si colab. (2020) au studiat PFO din cartofi si au sugerat ca acizii fenolici au
proprietati inhibitoare. De asemenea, s-a determinat ca toti compusii studiati au prezentat
un efect de inhibitie competitiva. Dintre acesti compusi, acidul 3-hidroxibenzoic s-a dovedit
a fi cel mai eficient inhibitor. Mai mult, Jiang si colab. (2022) au studiat inhibarea PFO de
catre acidul 4-hidroxicinamic si naringenina si au aratat ca ambii compusi au prezentat un
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efect inhibitor, acidul 4-hidroxicinamic fiind cel mai competitiv inhibitor. Mai mult, diferite
studii au sugerat ca epigalocatehin-3-galatul (Tian si colab. 2022), quercetina (Aksoy si
colab., 2020), cianidin-3-soforozid (Hemachandran si colab. 2017) pot inhiba PFO. De
exemplu, Tian et al. (2022) au explicat ca epigalocatechin-3-galatul poate interactiona cu
domeniul binuclear de cupru din PFO prin legaturi hidrofobe si de hidrogen, prin interactiuni
reversibile.

3.4.6. Cinetica inactivarii termice

Efectul aplicarii unor combinatii diferite de timp-temperaturi asupra activitatii PFO a
sugerat o termostabilitate ridicata, enzima prezentand mai mult de 93% din activitatea sa
initiala dupa 5 minute la 70°C si, respectiv, aproximativ 82% la 95°C. Cea mai mare rata de
inactivare a avut loc la un timp prelungit de mentinere la temperatura constanta, cand PFO
a pastrat ~ 88% si ~ 49% din activitatea sa initiald, dupa 20 de minute de Incalzire la 70°C
si, respectiv, 95°C. Prin urmare, se poate aprecia ca efectul inhibitor maxim al activitatii PFO
prin adaugarea a 9,8 mmol quercetina/mL este echivalent cu un tratament termic la 95°C
timp de 20 min. Buckow si colab. (2009) au raportat inactivarea PFO cu cresterea
temperaturii, sugerand ca tratamentele la 50°C, 55°C si 60°C au condus la reducerea
activitatii enzimatice cu aproximativ 40%, 62% si 84% in decurs de 10 minute de tratament,
in timp ce incubarea ulterioarala 65°C sau 70°C a cauzat o reducere de peste 95% a activitatii
PFO dupa 10 min si, respectiv, 1 min.

Cinetica de inactivare a PFO la presiunea atmosferica a fost studiata la temperaturi
cuprinse intre 70 si 95°C (Figura 3.2.).

Durata de mentinere (min)
10 15

20

-0.25
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-0.35
75°C €80°C A 85°C H90°C H95°C A70

Figura 3.2. Inactivarea termica a PFO la diferite combinatii de temperatura-timp (Stan (Boldea) si
colab., 2023a)

Din Figura 3.2. se poate observa ca cinetica de inactivare a PFO urmeaza un model
cinetic de ordinal I (R? variind de la 0,87 la 0,94), fapt care a permis estimarea constantelor
vitezei de inactivare (k) si a valorilor timpului de reducere decimala (D). Valorile k au variat
dela5,91+0,12x10-3 (1/min) la 70°Cla 33,90+0,82x10-3 (1/min) la 95°C. Valorile D estimate
pentru PFO au scazut odata cu cresterea temperaturii, de la 387,13+2,22 min la 70°C la
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69,54+0,50 min la 95°C, sugerdnd o stabilitate ridicata a enzimei in intervalul de
temperatura studiat (Tabel 3.5.).

Tabel 3.5. Constantele vitezelor de inactivare (k), timpul de reducere decimala (D), si energia de
inactivare (Ea) pentru PFO din mar (Stan (Boldea) si colab., 2023a)

Temperatura, °C kx 103 D (min) Ea (k] /Mol) z (C)
(1/min)
70 5,91+0,12E8 387,13+2,224
75 6,69+0,41E 370,17+1,038
80 8,89+0,18P 239,64+1,49¢ 67,88+10,36 35,33+1,09
85 12,52+0,47¢ 188,14+0,51P
90 14,90+0,148 157,04+0,82E
95 33,90+0,824 69,54+0,50F

* Literele diferite din suprascript indica diferente semnificative intre rezultatele pe aceeasi
coloana (p < 0.05).

Ea de inactivare a PFO in intervalul de temperatura de la 75°C pana la 95°C a fost de
67,88+10,36 k] /mol (R2 = 0,94), in timp ce valoarea z a fost 35,33+1,09° C.

3.4.7. Simularea modificarilor conformationale induse de tratamentul termic
prin dinamica moleculara

Rezultatele obtinute de la studiul cineticii de inactivare au fost explicate prin simulari
de dinamica moleculara. Abaterea medie patratica intre atomii modelelor optime suprapuse
pentru enzima echilibratd la 25°C si 90°C a fost de 5,85 A, sugerand rearanjamente
importante ale moleculei la tratamentul termic. In Tabelul 3.6. sunt prezentate principalele
structuri si descriptorii energetici pentru moleculele echilibrate la 25°C si 90°C. Dupa cum
era de asteptat, cresterea temperaturii a dus la cresterea semnificativa a energiei totale a
enzimei solvatate, ca o consecinta a miscarii termice mai accelerate. Referitor la elementele
care definesc structura secundara a enzimei, se poate observa din Tabelul 3.6. ca
tratamentul termic a condus la scaderea numarului de structuri filamentoase de la 17 1a 14
si a structurilor helicoidale de la 21 la 19. Desi suprafata totala a proteinei a scazut
semnificativ de la 258,14 la 240,75 nm? odata cu cresterea temperaturii de la 25°C la 90°C,
sugerand plierea lanturilor polipeptidice, aceste rearanjamente intramoleculare au condus
la 0 expunere mai mare a aminoacizilor hidrofobi la solvent (Tabelul 3.7.).

Tabel 3.6. Detalii la nivel molecular referitoare la interactiunea dintre PFO din mar si catehing,
cafestol si acid galic (Stan (Boldea) si colab., 2023a)

Ligand  Energia Suprafatade Aminoacizi Aminoacizi Nr. AGint, AGdiss,
de interactiune blocatila implicati in legaturilor Kcal/mol Kcal/mol
legare, a PFO, Az formarea interactiunile de H/
kcal/mol complexului hidrofobe Amino-
acizi im-
plicati
Catehina -7.40 69.7 Alal09, Lys158, Phel68, Lys169, 8 / Gly108, -0.3 2.5
Phel68, Asp253, Leu205, Asp34, Lys158,
Arg3s3 Argss3 Lys169,
Asp?53,
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Cafestoll -7.20
Cafestol2 -7.20
Acid ga- -5.90
lic

95.5

90.8

121.8

Arg366, Ser39,
Ile370, Tyr418,
Gln419, Val421,

Ile423

Tyr270, Gly272,

Asn337, Phe342,
Val508, Alas09,

Phe579

Pro308, Asp313,
Glu314, Pro31s,

Asp316, Pro3?7,
Asn549, []e551

Va1417' Tyr418

Tyr270’ Thr338'
Ala509, Phe579

Glu314, Pro317

Glu343,
Asp344,
Arg353

3 / Arg366'
Val4—21

2/ Alaso,
Phe579

5 / Glu?i4,
Asp316,
Asn54—9

1.3

-0.3

0.0

0.1

1.7

1.0

AGint - energia libera de solvatare la formarea complexelor; AGdiss — energia libera de disociere.

Tabel 3.7. Efectul tratamentului termic asupra structurii si energiei PFO din mar (Stan (Boldea) si

colab., 2023a)

. . Temperatura
Descriptori 250C 950C
Structura secundara
Nr. structurilor filamentoase 17 14
Nr. struturilor foaie pliata 6 5
Nr. de helixuri 21 19
Interactiuni helix-helix 27 29
Nr. structurilor beta turn 71 73
Nr. structurlor gamma turn 24 25
Structura globala
Volum, nm3 97,98+2,02a 95,71+42,42a
HSAS, nm?2 101,83 +1,06b 144,94 +£1,807
Suprafata totald, nm? 258,14+2,28a 240,75+2,56b
Legaturi de H intramoleculare 424+10a 424 +9a
Le{;aturl de H intre protein si 928+15a 827+21a
apa
Energie

Potential energetic, k] /mol
Energia cinetica, k] /mol
Energia totald, k] /mol

(-1939,34+1,42) x 103b
(504,76+0,48) x 1031
(-1434,59+1,30) x 103b

(-1736,31+1,41) x 1032
(621,09+0,56) x 1032
(-1115,22+1,31) x 1032

* Litere din suprascript diferite indica diferente semnificative intre rezultatele de pe aceeasi linie (p < 0.05).
HSAS - suprafata hidrofoba disponibila solventului.

Ca o consecinta a cresterii cu 40% a suprafetei hidrofobe disponibila solventului,
numarul total de legaturi de hidrogen stabilite intre aminoacizii de suprafata si moleculele
de apa a scazut de la 928 la 25°C la 827 1a 90°C.
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3.4.8. Modificari conformationale monitorizate prin spectroscopie de fluorescenta

In Figura 3.3. sunt prezentate spectrele de emisie ale PFO obtinute prin titrarea
succesiva cu extract de hibiscus. Din Figura 3.3. se poate observa ca intensitatea relativa a
fluorescentei PFO la 25°C a scazut de la 100% pana la 33,5%, cand concentratia extractului
a crescut de la 0 la 58,55 mMol D3G/mL. Tratamentul termic a determinat modificari
conformationale, cu o scadere corespunzatoare a valorilor fluorescentei, pana la 32,5% la
50°C, 34,3% la 60°C, 63,8% la 70°C, 33,4% la 80°C si 32,1% la 80°C si respectiv 90°C.
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Figura 3.3. Spectrele de emisie care descriu interactiunea dintre PFO si extractul Hibiscus
sabdariffa L. 1a concentratii diferite de antociani (0 (A) la 2.06 mM (K)) (Stan (Boldea) si colab.,
2023a)

Mai multe detalii despre legarea principalilor compusi bioactivi din extractul etanolic
de Hibiscusla PFO au fost obtinute dupa rularea simularilor de andocare moleculara. Enzima
a fost folosita ca receptor pentru cafestol, acid galic si catehina, iar cele mai bune rezultate
de andocare au fost decise pe baza celei mai scazute valori de energie de legare, ceea ce indica
o buna afinitate intre cele doua molecule ale complexului. Cea mai mica energie de legare de
-7,40 kcal mol! a fost ob{inuta in cazul complexului cu catehina, in timp ce cea mai mare, de
-5,90 kcal mol-, in cazul complexului cu acid galic. Cafestol, pe de alta parte, se leaga cu
aceeasi afinitate (energie de legare de 7,20 kcal mol-1) de doua cavitati diferite ale enzimei
(Figura 3.4.). Analizand aminoacizii in contact direct cu fiecare ligand (Tabelul 3.7.), se
poate observa ca diferite situsuri de legare situate la suprafata enzimei sunt implicate in
formarea complexului. Pentru toate complexele investigate, din Tabelul 3.7 se remarca
faptul ca interactiunea dintre PFO si liganzi se datoreaza contactelor hidrofobe si legaturile
de hidrogen.

25



Strategii inovative de reducere a gradului de imbrunare enzimatica la prelucrarea
merelor in produse cu functionalitate ridicata

Figura 3.4. Modele 3D ale complexelor formate intre PFO din mar (reprezentata in stil surf) cu
principalii compusi bioactivi (reprezentati in stil licorice) din extractul etanolic de Hibiscus
sabdariffa L.: catechina (albastru), cafestol (complex1 in verde). si complex2 in violet) si acid galic
(rosu). Imaginile au fost generate cu software-ul VMD (Stan (Boldea) si colab., 2023a)

In intregul interval de temperaturs studiat, Amax a ardtat o micd deplasare spre rosu
de 2,5+0,5nm dela 308 nmla 310,5 nm (red-shift). Valorile constantelor Stern-Volmer (Ksv),
constanta vitezei de quenching (kq), constantele de legare (Kb) si numarul de situsurilor de
legare (n) sunt prezentate in Tabelul 3.8.

Tabel 3.8. Valorile constantelor Stern-Volmer (Ksv), constanta de quenching a fluorescentei (kg),
constantele de legare (Kp) si numarul de situsurilor de legare (n) intre PFO din mar si extractul de

Hibiscus sabdariffa L. (Stan (Boldea) si colab., 2023a)

Tem Ksv Kq Kb n AH AS AG
per- (x1068, (x1013 (x1068, (J/mol) (J/mol/K) (k]J/mol)
a- L/mol) mol/s) L/mol)
tura,
°C
35,30+0,184 35,30+0,184 0,70+0,01¢ 1,39+0,001 46,43%1,0
25 ’ ) ¢ 132,85+2,9  0,29+0,00 7
0,750,018 8 1 39,18+2,1
50  35,50+0,074 35,50+0,07B 1,48+0,018 0
0,79+0,0094 36,28+1,1
60 31,60+0,38> 31,60+0,388 1,55+0,014 9
0,79+0,0074 32,93+1,2
70 32,70+0,04¢ 32,70+0,048 1,55+0,044 9
0,77+0,0094 1,510,014 36,43+1,1
80  33,60£0,285 33,60:0,28" B B 87,18£2,57 -0,350,08 5
0,75+0,0058  1,47+0,005 39,93+1,5
90 35,40+0,014 35,40+0,01B B 6

* Literele diferite din aceeasi coloana prezentate ca superscript denota diferente semnificative (p < 0.05).
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Se poate observa ca valorile Ksv au scazut de la 35,30+ 0,18x106 /M la 25°C pana la
31,60+0,38x106L/Mla 60°Csia crescutla 35,40+0,01x106L/M la 90°C, sugerand modificari
conformationale importante. Avand in vedere valoarea constantei ratei de quenching a
fluorescentei (kq) (2,0x10-10 M-1 s-1) (Lakowicz, 2006), valorile Ksv obtinute sugereaza ca
mecanismul de stingere a fluorescentei PFO este colizional pana la 60° C si static la
temperatura mai mare. Prin urmare, trendul de crestere-scadere ale valorilor Ksv pot sugera
formarea unor complexe intre PFO si antociani din extractul de hibiscus flexibile mediata de
temperatura. Zhou si colab. (2017) au sugerat o valoare mai mica a Ksv pentru inhibarea PFO
de catre acidul gentizic de 3,52x103 L /M si 0,90 pentru numarul de locuri de legare la 25°C.
Diferentele semnificative ale valorii Ksv pot fi explicate prin modificarile conformationale
induse de un spectru larg de compusi fenolici prezenti In extractul de hibiscus In comparatie
cu modificarile structurale limitate induse de un compus individual.

Valorile obtinute pentru situsurile de legare sugereaza pezenta a doua situsuri de
legare pentru compusii din extractul de hibiscus, n atingand valoarea de 1,54. Pentru a
identifica tipul si contributia fortelor intermoleculare la formarea complexelor, s-au
determinat valorile energiei libere Gibbs (AG), entalpiei (AH) si entropiei (AS). Modificarile
conformationale ale PFO indusa de tratamentul termic sunt complexe, care implica forte
diferite in doua intervale de temperatura. Prin urmare, pe baza valorilor pozitive ale AH si
AS (Tabelul 3.8.), se poate sugera c3, In intervalul de temperatura de la 25 la 60°C,
interactiunile dintre PFO si compusii biologic activi din extractul de hibiscus sunt
determinate de interactiuni hidrofobe, in timp ce la o temperatura mai mare, interactiunile
sunt spontane si implica legaturi van der Waals si de hidrogen. Prin urmare, mecanismul de
quenching este dependent de temperatura, sugerand realocarea reziduurilor de aminoacizi
apartinand situsurilor de legare intr-un interval de temperatura mai scazut si, respectiv,
mascarea lor la o temperatura mai mare. Valorile obtinute pentru parametrii termodinamici
sustin ipoteza unei asocieri mediate de entalpie a moleculelor la temperaturi scazute si de
entropie la temperaturi ridicate, rezultatd din diminuarea efectului hidrofob odata cu
cresterea temperaturii.

3.5. CONCLUZII PARTIALE

Obiectivul principal al studiului intitulat Identificarea si evaluarea capacitatii de
inhibare a unor extracte naturale asupra polifenoloxidazei din mere a fost acela de a investiga
potentialul unui extract optimizat si validat obtinut prin extractia solid-lichid asistata de
ultrasunete din Hibiscus sabdariffa L. de a inhiba activitatea polifenoloxidazei extrase din
mere. Rezultatele obtinute in cadrul acestui capitol au permis elaborarea urmatoarelor
concluzii:

A. Polifenoloxidaza a fost extrasa din mere autohtone prin metoda de precipitare
succesiva cu sulfat de amoniu si purificata in coloane cromatografice cu ajutorul
echipamentului AKTA pure 25 (GE Healthcare), pe o coloand de schimb ionic
Mono Q 5/50 GL Fast Flow echilibrata anterior cu o solutie tampon fosfat de 20
mM (pH 7,52). Coloana cromatografica a fost eluata cu NaCl prin aplicarea unui
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gradient liniar care a crescut de la 0 la 1,0 M in tampon fosfat 20 mM (pH 7,52), la
un debit de 1 ml/min.

B. In ultima etapi de purificare, s-a obtinut o fractiune cu un continut mai mic de
proteina (0.12 mg/mL), care a prezentat o activitate enzimatica specifica de
235933,39 unitati/mg. Aceasta valoare a corespuns unui grad de purificare de
6.98 ori, cu o rata de recuperare a enzimei de 16,71%.

C. Polifenoloxidaza din mere a prezentat cea mai mare activitate enzimatica la pH
6,5 (682,55+1,92 DO/min) si la temperatura de 25°C, utilizand pirocatehol de
concentratie 0,03 M ca substrat.

D. Pentru experimentele de optimizare a extractiei compusilor polifenolici din
Hibiscus sabdariffa, s-a utilat metodologia suprafetei de raspuns cu ajutorul unui
design design Box-Behnken cu variabilele independente temperatura, timpul de
extractie si concentratia de etanol, fiind derulate 15 experimente, pentru care
variabila de raspuns a fost continutul total de antociani monomerici.

E. Din datele obtinute, valoarea p a regresiei de ordinul doi a fost semnificativa (p <
0,05), indicand faptul ca modelul polinomial patratic este precis pentru
modelarea rezultatelor experimentale. Pe baza coeficientului R2, modelul derivat
a fost capabil sa explice 92% din variatia continutului total de antociani
monomerici.

F. Modelul utilizat a permis estimarea parametrilor optimi de extractie cu etanol
30%, timp de mentinere la ultrasonare 30 minute la 25°C, conditii In care valoarea
maxima de recuperare a antocianilor din Hibiscus sabdariffa L. a fost estimata la
256,11 mg D3G/g, cu intervale de incredere de 95% cuprinse intre 221 - 290, 1.
Recuperarea maxima rezultatd in conditiile de extractie prezise a fost de
272,87%+27,67 mg D3G/g SU, confirmand validarea modelului de extractie.

G. Separarea cromatograficd a compusilor bioactivi din extractul de Hibiscus
sabdariffa L. a evidentiat ca proba validata de extract este bogata in acid galic,
miricetina, acid cafeic, acid siringic, acid sinapic, kaempferol, naringenina, acid
3,4-dihidroxibenzoic, acid clorogenic, acid feru-lic, acid elagic, acid p-cumaric, in
timp ce derivatii de quercetina au variat intre 46,06 - 68465,90 nug/g extract SU.

H. Analiza UHPLC a permis identificarea unui spectru larg de polifenoli (47 de
compusi), cum ar fi antocianine (delfinidin-3-0-sambubiozid/hibiscina,
delfinidina, pelargonidina, delfinidin-3-0-3-D-glucozid), acizi fenolici (acid
clorogenic, acid neoclorogenic, acid hibiscus, acid azelaic, acid sinapic), flavonoide
(kaempferol, kaempferol-3-0-sambubiozid, kaempferol-3-0-rutinozid,
galocatehina, kaempferol glucozid si spicozid A).

[.  Pentru studiul efectului inhibitor, intr-o etapa preliminara au fost testate o serie
de standarde de compusi fenolici, individiul si in combinatie, iar rezultatele au
demonstrate ca acidul cafeic a prezentat cel mai mare potential inhibitor,
conducand la un grad de inhibitie de 88%, in timp ce acidul galic, quercitina, acidul
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clorogenic si acidul 3,4 hidroxibenzoic au prezentat un grad de inhibitie de
aproximativ 74%, 54%, 73% si respectiv 72%.

J. La combinarea standardelor polifenolice in raport de 1:1:1, gradul de inhibitie a
atins valoarea 72%. Valorile CI50 corespunzatoare au fost de 24,65 + 1,02 mMol
acid galic/ml, 24,40 = 1,33 mMol quercetina/ml, 24,44 + 1,08 mMol/mL pentru
acid clorogenic, 26,94 * 0,98 mMol acid cafeic/ml si 23,19 * 0,26 mmol 3,4
hidroxybenzoic/mL.

K. Extractul optimizat si validat din Hibiscus sabdariffa a prezentat un grad de
inhibitie variabil, atingdnd un maxim de 49,6%, cu o valoare CI50 de 37,10+1,23
uMol D3G/mL.

L. Studiile de inactivare termica a polifenoloxidazei extrasa din mere au
demonstrate o stabilitate rdidicatd a enzimei, enzima prezentand mai mult de
93% din activitatea sa initiala dupa 5 minute la 70°C si aproximativ 82% la 95°C.
Cea mai mare ratd de inactivare a avut loc la un timp prelungit de mentinere la
temperatura constanta, cand enzima a pastrat ~ 88% si ~ 49% din activitatea sa
initiald, dupa 20 de minute de incalzire la 70°C si, respectiv, 95°C.

M. Cinetica de inactivare a polifenoloxidazei a fost descrisa de un model cinetic de
ordinal I, fapt care a permis estimarea constantelor vitezei de inactivare (k) si a
valorilor timpului de reducere decimala (D).

N. Valorile k au variat de la 5,91+0,12x10-3 (1/min) la 70°C la 33,90+0,82x10-3
(1/min) la 95°C. Valorile D estimate au scazut odata cu cresterea temperaturii, de
la 387,13+£2,22 min la 70°C la 69,54+0,50 min la 95°C, sugerand o stabilitate
ridicata a enzimei in intervalul de temperatura studiat.

0. Ea de inactivare in intervalul de temperatura de la 75°C pana la 95°C a fost de
67,88+10,36 kJ/mol (R2 = 0,94), in timp ce valoarea z a fost 35,33+1,09° C.

P. Studiile de dinamica moleculara au evidentiat ca tratamentul termic a condus la
scaderea numarului de structuri filamentoase de la 17 la 14 si a structurilor
helicoidale de la 21 la 19. Desi suprafata totald a proteinei a scazut semnificativ de
la 258,14 la 240,75 nm?2 odata cu cresterea temperaturii de la 25°C la 90°C,
sugerand plierea lanturilor polipeptidice, aceste rearanjamente intramoleculare
au condus la o expunere mai mare a aminoacizilor hidrofobi la solvent.

Q. Studiile de spectroscopie de fluorescenta eu evidentiat scaderea valorilor
flourescentei polifenoloxidazei odata cu cresterea temperaturii, ceea ce denota
modificari conformationale, cu o scadere corespunzadtoare a valorilor
fluorescentei, pana la 32,5% la 50°C, 34,3% la 60°C, 63,8% la 70°C, 33,4% la 80°C
si 32,1% la 80°C si respectiv 90°C.

R. In plus, titrarea succesiva cu extract de Hibiscus sabdariffa a condus la o scidere a
fluorescentei cu pana la 65% din valoarea initiala.

S. Enzima a fost folosita ca receptor pentru cafestol, acid galic si catehing, iar cele
mai bune rezultate de andocare au fost estimate pe baza energiilor de legare. Cea
mai mica energie de legare de -7,40 kcal mol-! a fost obtinuta In cazul complexului
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cu catehina, In timp ce cea mai mare, de -5,90 kcal mol-1, in cazul complexului cu
acid galic. Cafestol, pe de alta parte, se leaga cu aceeasi afinitate (energie de legare
de 7,20 kcal moll) de doua cavitati diferite ale enzimei, evidentiindu-se ca
principalele forte implicate in legarea liganzilor la proteina sunt legaturile
hidrofobe si de hydrogen.
T. Valorile constantelor de legare au evidentiat o scadere de la 35,30+ 0,18x106 L/M
la 25°C panala 31,60+0,38x106 L/M la 60°C si a crescut la 35,40+0,01x10¢L/M la
90°C, sugerand modificari conformationale importante.
U. S-a sugerat ca mecanismul de stingere a fluorescentei polifenoloxidazei este
colizional pana la 60° C si static la temperatura mai mare. Prin urmare, trendul de
crestere-scadere ale valorilor constantelor de legare pot sugera formarea unor
complexe intre enzima si antociani din extractul de hibiscus flexibile mediata de
temperatura.

V. Valorile obtinute pentru situsurile de legare sugereaza pezenta a doua situsuri de
legare pentru compusii din extractul de hibiscus, n atingand valoarea de 1,54, ceea
ce confirm rezultatele obtinute din andocarea moleculara.

W. In intervalul de temperaturd de la 25 la 60°C, interactiunile dintre enzima si
compusii biologic activi din extractul de hibiscus sunt determinate de interactiuni
hidrofobe, In timp ce la o temperatura mai mare, interactiunile sunt spontane si
implica legaturi van der Waals si de hidrogen.

X. Mecanismul de quenching a fost dependent de temperatura, sugerand realocarea
reziduurilor de aminoacizi apartinand situsurilor de legare intr-un interval de
temperatura mai scazut si, respectiv, mascarea lor la o temperatura mai mare.

Y. Rezultatele obtinute in acest studiu ofera informatii utile pentru utilizarea
inhibitorilor polifenolici pentru a preveni imbrunarea enzimatica.
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CAPITOLUL 4. ASPECTE TEXTURALE, FITOCHIMICE SI
NUTRITIONALE ALE PRODUSELOR GELIFIATE DIN MERE
INFUZATE CU EXTRACT DE HIBISCUS

4.1. INTRODUCERE

Datorita calitatii senzoriale ridicate precum si a valorii nutritive, marul (Malus
domestica) este unul dintre cele mai populare fructe din lume (Harker si colab., 2003). Cu o
productie globala de peste 95 milioane de tone in 2022, marul este consumat ca fruct
proaspat sau in diferite produse prelucrate, precum sucuri, bauturi uscate, alcoolice,
dulceatd, marmelade sau bomboane si deserturi (Shahbandeh, 2022). S-a sugerat faptul ca
in Europa marul reprezinta unul dintre cele mai populare fructe, cu un consum anual de
aproximativ 13 kg/persoana (AMI, 2021). Diferite clase de compusi sunt implicate in
caracteristicile senzoriale specifice, cum ar fi zaharurile, acizii organici si compusii volatili
care sunt responsabili de gustul dulce, aciditatea si respective aroma merelor (Espino-Diaz
si colab., 2016).

Consumul de mere este asociat cu beneficii semnificative pentru sanatate, datorita
continutului ridicat de compusi fenolici, acizi organici, fibre alimentare si vitamina C (acid
ascorbic). Marul contine mai mult de 84% apa3, avand cantitati semnificative de minerale,
precum K, Mg, Ca si Na si oligoelemente precum Zn, Mn, Cu, Fe, B, F, Se si Mo (Feliciano si
colab., 2010). Principala vitamina prezenta in mar apartine complexului B, in timp ce
continutul de fibre ca pectine, celuloze, hemiceluloze si lignine este mai mare in comparatie
cu alte fructe (Aprifel, 2009). Principalele substante fenolice regasite In mar apartin claselor
de acid hidroxicinamic, flavan-3-oli/procianidine, antocianine, flavonoli si dihidrochalcone
(Feliciano si colab., 2010), in timp ce componentele individuale sunt reprezentate de acid
clorogenic, glicozide de querceting, procianidine si flloridzina (Kahle si colab., 2005).

Datorita profilului nutritional si fitochimic complex, consumul de mar este asociat cu
functii de promovare a sanatatii precum antioxidative, anti-imbatranire, antidiabetice,
antiinflamatorii etc. (Islam si colab., 2021), prevenirea bolilor cardiovasculare, a disfunctiilor
pulmonare si a diverselor tipuri de cancer, In special de prostatj, ficat, colon si plaméni (Tsao
si colab., 2003), boli diverticulare si coronariene (Gorinstein si colab., 2001), metabolismul
lipidic si scaderea nivelului de colesterol, reglarea greutatii etc.

Conservarea fructelor perisabile, de sezon prin prepararea produselor gelifiate este
o tehnici utilizatd incd din cele mai vechi timpuri. In general, produsele gelifiate se prezinti
sub forma de gel solid de fructe, obtinut din pulpa de fructe, intr-o combinatie unica sau
mixtd, prin preparare cu zahar, pecting, acid si alte ingrediente, precum conservanti, agenti
de colorare, cantitate limitata de coji de fructe si substante aromatizante (Bekele si colab.,
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2020). Ca atribute importante de calitate, produsele gelifiate se caracterizeaza printr-o
consistenta vascoasd, cu un continut minim de fructe de 40% si un continut total de
substante solide solubile nu mai mic de 68%, care trebuie respectat (Featherstone, 2016). In
functie de soiurile de fructe, gemurile sunt o sursa bogata de zahar, energie, fibre, vitamine,
minerale si aminoacizi, caracterizate prin lipsa grasimilor si a colesterolului, scazand astfel
riscul bolilor cardiovasculare (Levaj si colab., 2010).

Cu toate acestea, atunci cand se ia In considerare consumul de produse gelifiate,
aportul ridicat de zahar este de obicei asociat cu un risc mai mare de boli metabolice, cum ar
fi obezitatea si diabetul (Belovi¢ si colab., 2017). Prin urmare, productia si consumul de
produse gelifiate cu continut scazut de zahar devin din ce in ce mai populare in dietele
sanatoase. Aceasta tendinta presupune inlocuirea zaharului cu alte substante pentru a pastra
gustul dulce si specific al produsului, minimizand astfel problemele de sanatate aferente.
Sunt raportati diferiti Inlocuitori pentru zahar in gem si produse gelifiate, cum ar fi nuca de
cocos si zaharul brun (Curi si colab., 2017), indulcitori naturali necalorici, cum ar fi stevia
(Gasmalla si colab., 2014) sau fructoza, datorita indicelui glicemic scazut (Belovic si colab.,
2017). Acesti inlocuitori sunt utilizati in special in produsele pentru diabetici. Cu toate
acestea, utilizarea indulcitorilor in Uniunea Europeana este reglementata de directivele-
cadru 89/107/CEE si 94/35/CE si modificate prin Directivele 96/83/CE si 2003/115/CE.

in plus, atunci cand se ia in considerare procesarea merelor, Imbrunarea enzimatica
mediatd de PFO reprezintd, in continuare o provocare considerabilda pentru industria
alimentari. Imbrunarea este initiatd de oxidarea enzimatici a compusilor fenolici, avand ca
rezultat formarea de substante de culoare brund (Jiang si colab. 2016). Imbrunarea
enzimatica are un impact negativ asupra calitatii produselor, din punct de vedere al
proprietatilor nutritive si biologice precum si al culorii, reducand semnificativ
acceptabilitatea consumatorului, cu un un impact economic important la nivel industrial.

1.2. OBIECTIVELE STUDIULUI

Avand in vedere elementele-cheie mentionate mai sus, obiectivul principal al acestui
studiu a fost utilizarea substantelor naturale antiimbrunare apartinand clasei polifenolilor
pentru Imbunatatirea calitatii si a parametrilor nutritionali pentru produsele gelifiate din
mere infuzate In extract apos de hibiscus. Prin urmare, extractul apos obtinut din calicele de
Hibiscus sabdariffa L. a fost utilizat pentru infuzia merelor inainte de procesarea si obtinerea
produselor. Formulele generate au utilizat zahar pentru proba control si substituenti de
zahir pentru a obtine produse cu continut scazut de zahir. In formulele de produse gelifiate
nu s-a adaugat pecting, avand in vedere continutul ridicat in pectina al merelor. Au fost
obtinute patru variante experimentale prin varierea concentratiei si tipului de indulcitor si
4 variante corespunzatoare considerate martor, excluzand etapa de infuzie in extract de
hibiscus. Probele gelifiate au fost analizate pentru continutul fitochimic, culoare, parametri
texturali si valoarea energetica. S-a efectuat, de asemenea, analiza senzoriald pentru a evalua
acceptabilitatea produselor.
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4.3. MATERIALE SI METODE
4.3.1. Materii prime

Materiile prime utilizate au fost: merele (soiul Frumos de Voinesti), extract apos din
calice de Hibiscus sabdariffa silamai achizitionate de la piata specializata din Galati, Romania,
in septembrie 2022. Zaharul rafinat din trestie de zahar (Coronita, Agrana, Tandarei,
Romania) si xylitolul (Top Ingredients, Ilfov, Romania) au fost utilizate ca indulcitor. Merele
au fost sortate si spalate, apoi tulpinile si miezurile (cotoarele) au fost indepartate.

4.3.2. Reactivi utilizati

Reactivii utilizati in evaluarile fitochimice au fost: acid galic, catechina, Trolox (acid
6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilic), reactiv Folin-Ciocalteu, 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH), etanol achizitionate de la Sigma Aldrich Steinheim (Darmstadt,
Germania). Toti reactivii utilizati In experimente au fost de calitate analitica.

4.3.3. Pregatirea produselor gelifiate

Infuzia de hibiscus a fost obtinuta prin folosirea a 10 g de caliciu in 1000 ml de apa
distilata la temperatura de 100°C. Amestecul a fost lasat apoi pentru extractie timp de 15
minute la temperatura camerei (21°C+2°C). Aproximativ 1 kg de fructe au fost tdiate in
bucati de dimensiune uniforma (aproximativ 5 mm) si imersate in extractul apos de Hibiscus
la 70°C si mentinut pentru infuzare timp de jumatate de ora, urmat de o omogenizare timp
de 5 min, folosind un blender (Philips HR2100/40). Probele martor au fost obtinute prin
imersare in apa distilata la temperatura de 70°C. Amestecurile (probele experimentale si
martor) au fost Impartite in parti egale, iar la preparare s-a adaugat zahar si respectiv
xilitolul. Modul de preparare al produselor gelifiate din mere infuzate in extract apos de
Hibiscus este prezentat in Tabelul 4.1.

Tabel 4.1. Formule experimentale de preparare a produselor gelifiate din mere (baza: 250 g pulpa
de mere) (Stan (Boldea) si colab., 2023b)

Codul Pre-tratament Zahar (g) Xilitol (g) Suc de lamaie (ml)
AH1 Infuzie In 1000 ml de extract 125 0 15
AH2 apos la 70°C timp de 30 min 25 0 15
AH3 0 25 15
AH4 0 0 15
Al Infuzie in 1000 mL apa 125 0 15
A2 distilata la 70°C timp de 30 25 0 15
A3 min 0 25 15
A4 0 0 15

Produsele gelifiate au fost obtinute cu ajutorul unui aparat multicooker, folosind un
recipient electric antiaderent (Multicooker Philips HD3037/70, Hamburg, Germania) la 98-
99°C timp de 15 minute. Cu 5 minute inainte de finalizarea procesului, s-au adaugat 15 ml de
suc proaspat de lamaie si amestecurile au fost pregatite in continuare pana la obtinerea
consistentei corespunzatoare, utilizand testul de gelifiere la rece. Produsele gelifiate fierbinti
au fost ambalate In borcane de sticla si pastrate la temperatura camerei (21°C+1°C) pana la
analize ulterioare.
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4.3.4. Extractia fitochimica

Extractia compusilor biologic activi a fost efectuata utilizand 1 g de proba si 7 mL de
etanol (70%) si HCI 1 N (raport 9:1, v/v) intr-o baie de apa cu ultrasunete (MRC Scientific
Instruments ) la 30°C timp de 1 ora. Probele au fost centrifugate la 7000 x g timp de 10
minute la 4°C, iar supernatantul rezultat a fost utilizat pentru a determinarea continutului
total de compusi polifenolici (CTP), flavonoide totale (CFT), antociani monomerici totali
(CTA) si activitatea antioxidanta.

4.3.5. Profil polifenolic general

Continutului total de compusi polifenolici (CPT) a fost determinat prin metoda Folin-
Ciocalteu. Pe scurt, 0,2 ml de extract etanolic au fost mixati cu 1 ml de reactiv Folin-Ciocalteu
si 3 ml de carbonat de sodiu 10%. Probele au fost pastrate pentru a favoriza reactia la 25°C
timp de 1 ord, in Intuneric, pentru dezvoltarea unei culori albastre. Absorbantele
amestecurilor au fost masurate la 765 nm cu ajutorul unui spectrofotometru UV-VIS
(Biochrom Libra S22 UV/Vis). Analiza CPT a fost efectuata in triplicat pentru fiecare proba
si rezultatele au fost exprimate in mg echivalenti de acid galic (EAG) per g de produs in baza
de greutate uscata (SU) (mg EAG/g SU), cu ajutorul curbei etalon in baza acid galic,
prezentata in Figura 4.1.
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Figura 4.1. Curba etalon pentru determinarea continutului de polifenoli totali

Continutul de flavonoide totale (CFT) a fost determinat prin metoda clorurii de
aluminiu. In acest sens, 0,250 mL de extract etanolic au fost amestecate cu 0,075 mL de
solutie de azotat de sodiu (5% NaNO:z in apa distilata). Amestecurile au fost pastrate timp de
5 minute la temperatura camerei, apoi s-au adaugat 150 uL de 10% AICls. Eprubetele au fost
agitate si incubate timp de 6 minute la temperatura camerei. Apoi, s-au adaugat 0,5 mL de
hidroxid de sodiu (1 N NaOH), iar volumul amestecului a fost diluat cu 0,775 mL de apa dis-
tilata. Tuburile au fost mixate si apoi incubate timp de 15 minute. Dupa incubare, absorbanta
culorii roz formata prin reactia flavonoidelor cu clorura de aluminiu a fost masurata cu aju-
torul unui spectrofotometru UV-VIS (Biochrom Libra S22 UV /Vis) la lungimea de unda 510
nm. Catehina a fost utilizata pentru pregatirea curbei standard. Continutul de flavonoide a
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fost exprimat ca echivalenti de catehine (mg EC/g SU), pe baza curbei etalon prezentata in
Figura 4.2.
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Figura 4.2. Curba etalon pentru determinarea continutului total de flavonoide

Continutul total de antociani monomerici (CTA) a fost madsurat prin metoda pH-
diferentiald, urmand protocolul descries de Giusti & Wrolstad (2001). Metoda are la baza
proprietatea antocianilor de a-si schimba culoarea in functie de pH-ul mediului. La pH 1,0, in
functie de antocianul predominant, acesta prezinta diverse culori, de la portocaliu pana la
violet deschis, In timp ce la pH 4,5 toti antocianii sunt incolori. Schimbarea pigmentatiei se
datoreaza modificarilor ce apar in structura inelului C al antocianilor. Protocolul de lucru a
presupus utilizarea a doua solutii tampon, la valori diferite de pH, respectiv solutie tampon
pH 1,0 (KCl, 0,025 g/L) si solutie tampon pH 4,5 (acetat de sodiu, 0,4 g/L). Pentru
determinarea CTA, 200 uL proba din supernatantul rezultat de la extractie s-au amestecat cu
800 pL solutie tampon pH 1,0 (KCl, 0,025 g/L, iar 200 pL proba din supernatantul rezultat
de la extractie s-au amestecat cu 800 pL solutie tampon pH 4,5. Absorbantele probelor s-au
determinat dupa 15 min de reactie, cu ajutorul unui spectrofotometru UV-VIS (Biochrom Li-
bra S22 UV /Vis) la lungimile de unda 520 nm si respective, 700 nm. Drept proba martor s-a
utilizat apa distilata. Concentratia pigmentilor antocianidinici a fost exprimata ca echivalenti
de delfinidin-3-glucozidici (mg D3G/g SU) cu ajutorul relatiei 4.1.:

3
CTA (mg D3G/g) — AXMWXDFx10

exl

(4.1).
Unde,

A = (A520 nm — A700 nm) pH 1,0 = (A520 nm — A700 nm) pH 4,5;

MW (masa moleculara) = 465,4 g-mol-1 pentru D3G;

DF = factorul de dilutie;

| = latimea cuvetei, in cm;

€=26900, coeficient molar de extinctie pentru D3G, L/(mol-cm)

103 = factorul de conversie de la g la mg.
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4.3.6. Activitatea antioxidanta

Pentru determinarea activitatii antioxidante s-a utilizat protocolul de masurare a
activitatii antiradicalice asupra DPPH (2, 2-difenil-1-picrilhidrazil) descris de Brand-
Williams si colab. (1995), cu cateva modificari. Un volum de 3,9 mL solutie de DPPH 0,06
mMol a reactionat cu 0,1 mL proba diluata timp de 60 de minute, la temperatura camerei, la
intuneric. Absorbanta solutiei a fost citita la lungimea de unda de 517 nm. Rezultatele au fost
exprimate ca pMol Trolox/g proba SU, utilizand curba etalon prezentata in Figura 4.3.
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Figura 4.3. Curba standard pentru determinarea activitatii antioxidante

4.3.7. Analiza texturii

Analiza texturala s-a realizat cu ajutorul metodei Texture Profile Analysis, folosind un
analizor de textura CT3 (Brookfield Ametek, SUA). Imediat dupa obtinere, probele au fost
ambalate in recipiente cilindrice din plastic (30 mm diametru, 43 mm inaltime), acoperite cu
folie de aluminiu si pastrate timp de 24 de ore pentru ca procesul de gelifiere sa fie finalizat.
Au fost aplicate doua cicluri de compresie, pana cand a fost atinsa distanta tinta de 10 mm.
Sonda de testare a fost un cilindru acrilic (25,4 mm diametru, 35 mm inaltime) si viteza de
testare a fost de 1 mm/s. Rezultatele au fost colectate si prelucrate folosind software-ul
TexturePro CT V1.5, care a furnizat urmatorii parametri texturali: fermitate (N), adezivitate
(m]), coezivitate (adimensionald), elasticitate (mm), mestecare (m]). Au fost efectuate cinci
determinadri pentru fiecare proba si rezultatele sunt prezentate ca medietdeviatie standard.

4.3.8. Parametrii de culoare

Masuratorile instrumentale ale culorii produselor gelifiate au fost efectuate cu un
colorimetru NR110 3nh (Shenzhen 3nh Technology, China). Coordonatele cromatice, in
principal, factorul de luminozitate L* axa rosu-verde a* axa galben-albastru b* distinctia
comuna Intre culori, nuanta si intensitatea sau saturatia culorii Chroma au fost masurate
pentru a evalua culoarea.

4.3.9. Caracterizarea proximala

Metode oficiale standard AOAC (1990) au fost utilizate pentru a evalua umiditatea
(Metoda oficiala AOAC 934.06), cenusa (Metoda oficiala AOAC).942.05), sare (Metoda
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oficiala AOAC 990.23), proteine (Metoda oficiala AOAC 984.13), carbohidratii, zaharurile
totale si valoarea energetica a probelor gelifiate. Glucidele au fost calculate prin scaderea
umiditatii, proteinelor, sarii si cenusii. Rezultatele sunt exprimate la 100 g de proba.

4.3.10. Analiza senzoriala

Evaluarea senzorialad a produselor gelifiate a fost efectuata conform Teodorescu et al.
(2023), prin utilizarea metodei de notare cu niveluri diferite de perceptie pentru fiecare
atribut, pe o scara care variaza de la 1 (foarte scazut) la 9 (foarte mare). Noua panelisti cu
varste cuprinse intre 24 si 55 de ani au fost instruiti cu privire la caracteristicile senzoriale
relevante ale probelor. Inainte de analiz3, produsele gelifiate au fost mentinute lala 25 + 1°C
timp de patru ore. Probele au fost expuse in borcane de sticld clare, codificate. Inainte de
fiecare analiza si intre analiza probelor, panelistii au fost rugati sa-si curete palatul bucal cu
apa. Dupa obtinerea consimtdmantului panelistilor, acestia au evaluat urmatoarele
caracteristici senzoriale: aspectul general, omogenitatea pastei, gustul specific, intensitatea
gustului dulce, culoarea specifica a soiului de mar utilizat, aroma specifica de mere, aroma
specifica de hibiscus, consistenta, aderenta, tartinabilitate si impresie generala.

Indicele de acceptabilitate (IA) a fost calculat pe baza ecuatiei 4.2.:
Indice de acceptabilitate (%) = §x100 (4.2)

unde: A este media valorilor hedonice obtinute pentru un atribut individual si B este valoarea
hedonica maxima atribuita aceluiasi atribut.

4.3.11. Analiza statistica

Analiza nutritionald a produselor a fost efectuata testand de doua ori probele de
gemuri In cadrul Laboratorului de analize fizico-chimice si microbiologice a alimentelor,
Universitatea Dunadrea de Jos din Galati, folosind metode acreditate. Analizele fitochimice,
ale culorii si de textura au fos efectuate in triplicat, iar rezultatele au fost exprimate ca
mediexdeviatie standard (SD). Datele experimentale pentru compozitia fitochimica au fost
analizate statistic prin utilizarea analizei de varianta unidirectionala (ANOVA), cu ajutorul
software-ului Minitab 19 (Minitab LLC, State College, PA, SUA). Analiza posthoc a fost
utilizata cu ajutorul testului Tukey pentru a identifica diferentele semnificative intre probe.

4.4. REZULTATE SI DISCUTII

4.4.1. Dezvoltarea unei scheme tehnologice generale pentru procesare merelor cu
infuzie in extract apos de hibiscus in produse gelifiate

Prin definitie, gelurile sunt sisteme coloidale care contin o faza continua (adica o
matrice solida) si o faza dispersata (adica solvent apos), conducand la formarea unei texturi
semisolide. Biopolimerii care alcatuiesc aceste geluri reprezintd ingredientul principal care
le ofera structura specifica. Cei mai utilizati polimeri pentru formarea structurii specifice de
gel sunt polizaharidele si proteinele. Acesti biopolimeri ofera o varietate de produse
alimentare cu o consistenta semisolida, fiind formate din retele de diferite forme, cum ar fi
structuri bloc, particulele sau fibrilare, care prezinta comportamente diferite atunci cand
sunt supuse stresului mecanic.
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Schema tehnologica generald pentru procesare merelor cu infuzie in extract apos de
hibiscus in produse gelifiate este prezentata in Figura 4.4. Procesul tehnologic prezinta ca
particularitate o etapa de infuzie In extract apos de calix de hibiscus, cu mentinere la
temperatura de 70°C timp de 30 de min, etapa care permite difuzia compusilor polifenolici,
si In special al antocianilor in bucatile de mere. Merele au fost in prealabil taiate in bucati
uniforme, de cirac 5 mm, pentru a favoriza absorbtia compusilor.

Procesul de gelifiere s-a realizat In intervalul de temperatura 98-99°C, timp de 15
minute, parametrii termici specifici, care sa favorizeze formarea structurii gelurilor. La
gelifiere s-a adaugat zahar sau Indulcitor, iar cu 5 min Inainte de proba de gelifiere la rece s-
a adaugat suc de lamaie, care sa permitda scaderea valorii pH-ului si formarea structurii
specifice.

In procesul tehnologic aplicat, nu s-a utilizat pectind, ca agent de gelifiere, fiind ex-
ploatat continutul natural de pectind din mere. In principiu, pectina se adaugi in
concentratie de 0,5-1%, m/m, care produce geluri cu un comportant newtonian din punct
de vedere textural si reologic. Pectina formeaza structuri de tip bloc, prin esterificarea
partiald in pozitie a-(1-4)- a acizilor D-galactouronic si acid manuronic. In general, merele
au un continut de pectind de circa 15%, concentrata in partea solida, cum ar fi coaja,
tescovina etc. Una dintre cele mai importante caracteristici ale pectinei, din punctul de
vedere al fabricarii produselor gelifiate din fructe, este continutul sau de ,metoxil”. Aceasta
caracteristica controleaza unele dintre proprietatile importante ale pectinelor in raport cu
formarea gelului. Pectinele obisnuite au un continut de metoxil Intre 7% si 12% si sunt
numite si pectine cu un continut ridicat de metoxil.
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Un alt factor critic in dezvoltarea structurilor de gel este pH-ul. Addugarea de acizi, in
cazul procesului aplicat, a sucului de lamaie, poate determina modificarea pH-ului, cu
modificarea sarcinei nete a moleculelor care, la randul lor, pot modifica fortele de atractie si
respingere care exista intre molecule, precum si interactiunile dintre molecule si solvent,
cunoscute si sub numele de proprietati de hidratare. In plus, solubilitatea sarurilor se
modifica In functie de pH, care este un alt factor care ar putea juca a rol in formarea gelului.
Teoria agregarii fractale poate oferi o explicatie pentru tehnica care sta la baza formarii
gelului acid (Lucey si Singh, 1997). La producerea gelurilor cu pectina cu un grad inalt de
metoxilare, intervalul de pH este de obicei stabilit la aproximativ 2,8-3,2 acid citric, deoarece
acest interval de pH este foarte favorabil gelifierii, dezvoltarii aromei si a termenului de
valabilitate. Formarea structurii specifice de gel necesita prezenta a patru ingrediente:
pectind, zahdr, acid si ap3, intr-o intercorelatie prestabiliti. In acest sistem, pectina este
agentul de gelifiere, zaharul si acidul sunt agentii care determina tranformarile fizice pe care
le sufera pectina, in timp ce apa este solventul in care alte trei ingrediente sunt dizolvate.

4.4.2. Profilul fitochimic al produselor gelifiate

In acest studiu au fost utilizate diferite formule pentru obtinerea produselor gelifiate
din mere, prin utilizarea unei etape de infuzie in extract apos de caliciu de hibiscus si prin
varierea tipului si a concentratiei de zahar (Tabelul 4.1.). Spectrul larg de proprietati
biologice benefice ale merelor este legat si de continutul de compusi polifenolici, considerati
indicatori importanti de calitate cu potentiale efecte antioxidante. Concentratia de compusi
polifenolici In produsele gelifiate, cu si fara infuzie de extract apos de hibiscus este
prezentata in Tabelul 4.2. Din Tabelul 4.2 se poate observa ca profilul polifenolic si
activitatea antioxidanta variaza semnificativ in functie de compozitia produselor gelifiate, in
special in functie de concentratia si tipul de indulcitor.

In general infuzia in extract de Hibiscus a condus la o crestere a CTP in toate probele
analizate comparativ cu martorul corespunzator. De exemplu, in probele cu adaos de zahar
(125 gin baza de 250 g), infuzia aduce o contributie la continutul de CTP, cu o crestere de la
48.16+1.46 mg EAG/100 g SU la 50.56+3.62 mg EAG/100 g SU, sugerand o crestere de circa
5%, in timp ce in probele cu un continut de trei ori mai mic de zahar, CTP a inregistrat o
crestere nesemnificativi. In probele cu xylitol s-a inregistrat o crestere de circa 9%, de la
50.38+1.5 mg EAG/100 g la 54.85+1.6 mg EAG/100 g. In probele fird adaos de zahir sau
indulcitor, CTP a inregistrat o crestere de circa 7%. Se poate aprecia ca in probele infuzate,
cresterea relativa a CTP se datoreaza continutului de polifenoli din extractul de hibiscus.
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Tabel 4.2. Concentratia compusilor polifenolici si activitatea antioxidanta a produselor gelifiate
(Stan (Boldea) si colab., 2023b)

A1 AH1 A2 AH:2 A3 AH3 A4

AH4

CTP, mg EAG/100 gSU 48.16x1.46A 50.56+3.62A4 57.53+1.04A 58.18+4.024 50.38+1.54 54.85+1.6A 68.54+3.44 73.11+1.644A
CFT, mg EC/100 g SU 17.49+£0.114 27.48+1.678 9.30+0.83A 18.23+1.508  9.49+0.56A 19.55+1.6B 10.07+1.3A4 18.61+3.108
CTA, mg D3G/100 SU 0a 58.44+7.30B 0a 138.09+9.68 0a 98.40+3.88 0a 158.40+5.738

Activitatea antioxi-  9.39x0.144 9.70+£0.314 9.43+0.084 8.57+0.024 8.49+0.284  9.07+0.194 10.55+0.02 9.55+0.124
danta (mMol/g SU)

Prezenta superscriptului A si B indica diferente semnificative Intre probe la p < 0,05, pe baza testului Tukey.

O crestere semnificativa a valorilor CFT s-a Inregistrat in toate probele gelifiate cu
adaos de extract. In probele cu adaos de zahir, CFT creste de la 17.49+0.11 mg EC/100 g in
proba control la 27.48+1.67 mg EC/100 g in proba infuzata, ceea ce corespunde la o crestere
de circa 57%. In probele cu un continut mai redus de zahar sau indulcitor, cresterea CFT a
fost de circa 96% in probele cu adaos de 25 g zahar, s-a dublat in probele cu xylitol si a crescut
cu circa 84% In probele fara adaos de indulcitor. Cresterea semnificativa a continutului de
flavonoide se explica prin contributia In flavonoide a extractului, dar si efectului combinat al
tipul si concentratiei de zahar adaugate.

In ceea ce priveste continutul de antociani, se observi efectul tratamentului termic si
al tipului si concentratiei de indulcitor adaugate. De exemplu, in probele cu 125 g de zahar
adaugat, continutul de CTA a fost de 58.44+7.30 mg D3G/100 g SU, in timp ce la o
concentratie de trei ori mai mica de zahar, concentratia de antociani a fost mai mare
(138.09+£9.60 mg D3G/100 g), iar in probele cu xylitol de 98.40+3.80 mg D3G/100 g. Cea mai
mare concentratie de antociani a fost determinate in proba fara adaos de zahar, de
158.40+5.73 mg D3G/100 g. Se poate aprecia ca CTA variaza semnificativ cu tipul si
concentratia de zahar, la o concentratie ridicata, antocianii sunt degradati sau legati in
procesul de gelifiere mediat de zahar si pectina endogena.

In ceea ce priveste activitatea antioxidanta, nu s-au inregistrat diferente semnificative
in probele gelifiate Aceste diferente intre variatia continutului de polifenoli si activitatea
antioxidanta pot fi explicate prin perturbarea structurii celulare si, astfel, polifenolii devin
predispusi la oxidare non-enzimatica (Patras si colab., 2011).

Rezultatele obtinute sunt in contrast cu cele raportate de Scibisz & Mitek (2009), care
au sugerat cd, in general, utilizarea indulcitorului in locul zaharului in gemuri si marmelade
nu a condus la o diferentd semnificativa in continutul total de compusi fenolici. In studiul
nostru, produsele gelifiate cu continut ridicat de zahar au un continut total de compusi
fenolici similar cu produsele cu continut scazut de zahar si fara zahar. Acest lucru poate fi
explicat prin reteaua complexa de gel formata in timpul incalzirii, obtinuta la echilibrul
dintre pecting, zahar si acid citric. De mentionat ca in probele gelifiate obtinute, pectina nu a
fost adaugata la pregatire probelor, avand in vedere continutul de pectina al merelor
proaspete. Cu toate acestea, fermitatea s-a obtinut prin formarea gelului de catre un continut
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ridicat de metoxipecting, in conditii acide, datorita contributiei complexe atat a legaturilor
de hidrogen, cat si a fortelor hidrofobe (Rababah si colab., 2015). Din rezultatele prezentate
in Tabelul 4.2, se poate concluziona ca scaderea/inlocuirea zaharului a avut un efect
protector asupra polifenolilor In timpul procesarii gemului. Continutul bioactiv mai mare in
produsele gelifiate fara adaos de zahar poate fi explicat si prin continutul in substante solide
solubile. Scaderea sau inlocuirea zaharului a dus la o scadere a continutului de substante
solide solubile, protejand astfel antocianii de degradarea termica.
4.4.3. Analiza texturii

Pentru produsele gelifiate, textura este un parametru important pentru a evalua
capacitatea componentelor (pectind, zahar si acizi organici) de a crea o structura de gel
stabila si specifica. Pentru mostrele de produse gelifiate obtinute au fost analizati parametrii
de textura precum fermitatea, adezivitatea, coezivitate, elasticitatea si masticabilitate, iar
rezultatele sunt prezentate in Figura 4.5.
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Figura 4.5. Rezultatele analizei instrumentale pentru textura
Valorile fermitatii (a), adezivitatii (b), coezivitatii (c), elasticitatii (d) si masticabilitatii (e) pentru probele
martor galbastru) si probele cu hibiscus (rosu). Aceleasi litere mici nu prezinta diferente semnificative
(p>0,05). In reprezentarea grafica, culoarea albastru a fost utilizata pentru probele martor, iar rosu pentru
probele infuzate in extract de hibiscus. (Stan (Boldea) si colab., 2023b)

Fermitatea, exprimata ca forta maxima Inregistrata in primul ciclu de compresie, a
variat intre 0,61+0,01 N si 0,8240,01 N, pentru probele martor si intre 0,85+0,02 N si
0,9940,02 N pentru probele gelifiate tratate cu infuzie de hibiscus. Probele martor au
prezentat valori mai mici de fermitate pentru toate variantele, tipul si concentratia de zahar
nu au influentat semnificativ fermitatea. Acest lucru ar putea fi explicat prin afinitatea apei
cu xilitolul, care duce la o crestere a substantelor solide (Zaharis, 2012) si structura similara
de gel pentru toate variantele. In mod neasteptat, probele fira zahir addugat sau xilitol au
inregistrat cea mai mare fermitate, atat pentru probele martor, cat si pentru cele tratate cu
hibiscus. Acest lucru ar putea fi datorat metodei de prelucrare, care presupune aprecierea
consistentei prin testul la rece. Neavand zahar adaugat, aceste probe au suferit o evaporare
mai intensa a apei care a indus o crestere a continutului de substante solide totale.

Un comportament similar a fost observat si pentru restul parametrilor de textura.
Adezivitatea a prezentat valori cuprinse intre 2,14+0,41 si 3,91+£0,44 m] pentru probele
martor si 2,78+0,22 si 4,12+0,39 m] pentru probele infuzate in hibiscus. Nu au fost observate
diferente semnificative (p<0,05) pentru probele cu adaos de zahar sau xilitol din punct de
vedere al adezivitatii, coezivitatii, elasticitatii si masticabilitatii. Mai mult, infuzia de hibiscus
a prezentat efecte benefice asupra parametrilor texturali.

1.4.4. Parametrii de culoare

Rezultatele parametrilor de culoare ale gemurilor de mere sunt prezentate in Figura 4.6.
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Figura 4.6. Parametrii de culoare ale produselor gelifiate din mere
Prezenta superscriptului A si B a fiecarui parametru de culoare indica diferente semnificative Intre probele cu
p < 0,05, pe baza testului Tukey. (Stan (Boldea) si colab., 2023b)

Culoarea ramane unul dintre parametrii importanti care influenteaza acceptarea
produselor de citre consumatori. in Figura 4.6, probele gelifiate fird imersare in extract de
hibiscus sunt mai luminoase, cu valori intre 27,75+0,1 si 28,76+0,2 pentru parametrul L*
Rezultatele sunt similare cu Sirin (2019), care a evaluat influenta adaosului de tipuri de zahar
in marmelada de mere. Se pare ca tipul si cantitatea de adaos de zahar nu influenteaza
luminozitatea probelor. Acest fenomen ar putea fi legat de culoarea extractului de hibiscus,
care a imprimat modificiri specifice datoritd compusilor de culoare transferati la mere. In
mod neasteptat, datorita influentei culorii extractului de hibiscus, probele care au fost
infuzate au masurat valori mai mici pentru parametrul a* dar acest fapt ar putea fi atribuit
altor interactiuni dintre zaharuri si compusii fitochimici prezenti in extractul de hibiscus. Cu
toate acestea, valorile pozitive ale parametrilor a* si b* au evidentiat prezenta unei
combinatii de culori rosu si galben. Similar cu Geicu si colab. (2009) pentru piureul de mere
tratat prin camp electric pulsatoriu, componenta galbena predomina in toate probele.
Probele cu cea mai mare intensitate a culorii sunt A1 si AH1 cu o valoare Chroma de
42,17+0,1, respectiv 41,55+0,3, In timp ce cea mai mica valoare a fost atribuita lui AH4 cu
33,58+0,4. Conform paletei de culoare, care sta la baza calculului parametrilor de culoare,
valorile Hue plaseaza mostrele de produse gelifiate cu sau fara infuzie in partea galbuie-
maronie deschisa, care este specifica gemurilor de mere.

1.4.5. Caracterizarea nutritionala

In Tabelul 4.3. sunt prezentate caracteristicile nutritionale ale produselor gelifiate.
Continutul de umiditate a variat de la 30,6% in A4 la 42,6% In AH3. Produsele gelifiate fara
adaos de zahar (A4 si AH4) au prezentat cele mai scazute valori ale continutului de umiditate,
datorita lipsei de adaos de zahar care contribuie la formarea structurii gelului si la reducerea
efectului procesului de evaporare. Continutul de umiditate influenteaza semnificativ
capacitatea de gelificare a produselor, astfel o data cu scaderea continutului de umiditate,
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fermitatea gelului creste. Rezistenta gelului are un impact semnificativ asupra capacitatii de
intindere a gemului, influentand astfel proprietatea senzoriala a produsului.

Continutul de cenusa a fost mai mare pentru probele fara zahar si mai mic decat cele
raportate de Awolu si colab. (2018) pentru dulceata produsa din banane, pepene verde si
ananas, care au raportat valori cuprinse intre 0,27% si 0,32%, datorita diferentelor in
continutul mineral al materiilor prime. Continutul de carbohidrati a variat in functie de
cantitatea si tipul de zahar adaugat sau ca urmare a fenomenului de concentrare care apare
in urma tratamentului termic.

Tabel 4.3. Proprietati fizico-chimice ale produselor gelifiate pe baza din mere cu si fara infuzie In
extract de hibiscus (Stan (Boldea) si colab., 2023b)

ica (9
Caracteris- Umiditate Carbohidrati, din Valoare energetica (%)

tici / probe Cenusa (%) (%) care zaharuri (%) k:;l

Al 0,11+0,01* 34,5+1,23 61,90+1,24 249,2+5,67
39,30+1,09 1042,65+9,11

AH1 0,10£0,01 37,5+1,02 61,80+2,07 249,28+6,78
38,80+1,99 1042,98+8,11

A2 0,13+£0,09 37,3%2,34 32.15+1,02 130,20+2,33
14.87+1,01 544,75+8,90

AH?2 0,17x0,01 41,9+2,03 32,89+1,09 133,84+4,56
14,7+0,99 559,98+7,89

A3 0,16x0,01 36,7+2,11 23,60+0,89 96,00£2,36
43,06+1,15 401,66%7,68

AH3 0,13+£0,09 42,6x1,22 23,60+1,01 96,68+3,45
16,20£1,09 404,5049,07

A4 30,6%1,11 15,60+1,01 64,00+1,22
0,16+0,01 15,89+0,98 267,77+3,48

AH4 0,20£0,01 35,9+1,34 15,21+1,99 63,12+2,39
14,73+1,11 264,09+3,11

* Experimentele au fost efectuate in duplicat, iar rezultatele sunt exprimate ca medie + SD. Proteina si grasimea
nu au fost detectabile. Continutul de carbohidrati a fost determinat scazand compozitia procentuala insumata
a continutului de umiditate, proteine, lipide si cenusa din 100%.

4.4.6. Analiza senzoriala

Probele au fost supuse analizei senzoriale, pentru a evalua gradul de acceptabilitate
al produselor gelifiate. A fost utilizata o scara hedonica de noua puncte. Dupa cum se arata
in graficul radar (Figura 4.7.), toate produsele gelifiate au prezentat punctaje diferite pentru
gust, cu cel mai mare punctaj (8,22) fiind obtinut pentru proba cu concentratie mai mica de
zahar (A2), urmata de probele A1, A3 si A4, cu acelasi punctaj. Cea mai mica valoare pentru
caracteristica gust a fost determinata pentru proba cu infuzie de hibiscus si fara zahar
adaugat (AH4) (6,66). Din Figura 4.7., se poate observa ca pentru impresia generala, probele
fara infuzie de hibiscus au obtinut punctaje mai mari. Prin urmare, A3 a obtinut cea mai mare
valoare a scorului, de 8,00 In ceea ce priveste impresia generala, In timp ce cea mai mica a
fost atribuita lui AH4. Pentru impresia de ansamblu, punctele acordate clasifica produsele,
dupa preferintele panelistilor astfel: A3>A2>AH2>A4>AH1>A1>AH3>AH4. Prin urmare, se
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poate aprecia ca produsele gelifiate cu infuzie de extract de hibsicus au fost situate in zona
"moderat” a scarii hedoniste.

Aspect general
10

Impresie generala Omogenitatea pastei

Tartinabilitate Gust specific

Intensitatea gustului
Aderenta g

de dulce
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Figura 4.7. Atributele senzoriale ale produselor gelifiate (Stan (Boldea) si colab., 2023b)

Valorile indicelui de acceptabilitate (IA, %) sunt prezentate in Tabelul 4.4. In termeni
de caracteristici senzoriale individuale, s-a sugerat ca un IA mai mare de 70% este considerat
satisfacator (Dutcosky, 2007). Astfel, din datele prezentate in Tabelul 4.4, se poate observa
ca s-au obtinut valori mai mari de acceptabilitate pentru probele fara infuzie de hibiscus, in
timp ce diferite caracteristici senzoriale ar trebui imbunatatite pentru probele infuzate, cum
ar fi componenta pentru intensitatea gustului dulce.

Tabel 4.4. Indicele de acceptabilitate (IA, %) pentru produsele gelifiate (Stan (Boldea) si colab.,
2023b)

Atribute senzoriale Al AH1 A2 AH2 A3 AH3 A4 AH4
Aspectul general 86,42 87,65 85.19 87,50 87,65 75.31 8395 76,39
Omogenitatea pastei 93,83 90.12 90.12 79.01 92,59 83,33 8395 75.00
Gust specific 87,65 88,89 91,36 79.01 87,65 88,89 87,65 74.07

Intensitatea gustului dulce 95.06 95.06 98,61 8889 87,50 7654 72,22 65,28
Culoarea specifici a marului  96.30 70,83 93,83 77,78 92,59 75.00 90.12 84.13

Aroma specifica de mere 87,65 86.11 88,89 75.31 85.19 77,78 82,72 71,60
Consecventa 86,42 90.12 87,65 90,28 93.06 98,41 85.19 88,89
Aderenta 94,44 87,65 94,44 91,67 93.06 90,28 80,25 83,33
Tartinabilitate 97,53 96.30 95.06 87,65 93,83 83,95 90.12 83,95
Impresie generala 79.01 81,48 86,42 83,95 88,89 75.31 82,72 74.07

Calculul IA pentru caracteristica generala de impresie a permis clasificarea pro-
duselor astfel: A3>A2>AH2>A4>AH1>A1>AH3>AH4.
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1.5. CONCLUZII PARTIALE

Obiectivele studiului au constat in obtinerea unei categorii de produse procesate din
mere cu un grad redus de imbrunare enzimaticd, prin exploatarea potentialului unor
compusi polifenolici de a inhiba activitatea enzimatica a polifenoloxidazei din mere. Astfel, a
fost adaptate o tehnologie de obtinere a produselor gelifiate infuzate in extract apos de calix
de Hibiscus sabdariffa L.

Rezultatele obtinute au permis elaborarea urmatoarelor concluzii partiale:

A. A fost adaptata o schema tehnologica de procesare a merelor infuzate cu obtinere
de produse gelifiate, variind continutul de indulcitor adaugat. Astfel, au fost obtinute 4
variante tehnologice de produse gelifiate cu adaos de zahar, cu un continut redus de zahar,
cu Inlocuitor de zahar (xylitol) si fara adaos de zahar. Aceasta abordare a fost aplicata din
perspectiva obtinerii unor produse care sa corespunda unei game variate de cerinte ale
consumatorilor.

B. Schema tehnologica generala pentru procesare merelor cu infuzie in extract apos
de hibiscus in produse gelifiate a prezentat ca particularitate o etapa de infuzie In extract
apos de calix de hibiscus, cu mentinere la temperatura de 70°C timp de 30 de min, etapa care
permite difuzia compusilor polifenolici, si in special al antocianilor in bucitile de mere. In
procesul tehnologic aplicat, nu s-a utilizat pectina, ca agent de gelifiere, fiind exploatat
continutul natural de pectina din mere.

C. Ingeneral, indiferent de tipul si cantitatea de zahar sau indulcitor addugate, infuzia
aduce o contributie la continutul de polifenoli, cu o crestere de la 48.16+1.46 mg EAG/100 g
SU la 50.56%3.62 mg EAG/100 g SU, continutul de flavonoide a crescut de la 17.49+0.11 mg
EC/100 gin proba controlla 27.48+1.67 mg EC/100 g in proba infuzata, in timp ce In probele
cu un continut mai redus de zahar sau indulcitor, cresterea CTF a fost de circa 96% in probele
cu adaos de 25 g zahar, s-a dublat in probele cu xylitol si a crescut cu circa 84% in probele
fara adaos de indulcitor. Cresterea semnificativa a continutului de flavonoide se poate
explica prin contributia in flavonoide a extractului, dar si efectului combinat al tipul si
concentratiei de zahar adaugate.

D. In ceea ce priveste continutul de antociani, in probele cu 125 g de zahar adiugat,
continutul de antociani a fost de 58.44+7.30 mg D3G/100 g SU, 138.09+9.60 mg D3G/100 g
in probele cu un continut redus de zahar, 98.40+3.80 mg D3G/100 g in probele cu xylitol.
Cea mai mare concentratie de antociani a fost determinata in proba fara adaos de zahar, de
158.40+5.73 mg D3G/100 g. Continutul de antociani a variat semnificativ cu tipul si
concentratia de zahar, la o concentratie ridicatd, antocianii sunt degradati sau legati in
procesul de gelificare mediat de zahar si pectina endogena, fapt care influenteaza culoarea
probelor, datoritd imbrunarii neenzimatice in probele gelifiate. In ceea ce priveste activitatea
antioxidantd, nu s-au Inregistrat diferente semnificative in probele gelifiate.

E. Probele martor au prezentat valori mai mici de fermitate pentru toate variantele,
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tipul si concentratia de zahir nu au influentat semnificativ fermitatea. in mod neasteptat,
probele fara zahar adaugat sau xilitol au Inregistrat cea mai mare fermitate, atat pentru
probele martor, cat si pentru cele tratate cu hibiscus. Nu au fost observate diferente
semnificative (p<0,05) pentru probele cu adaos de zahar sau xilitol din punct de vedere al
adezivitatii, coezivitatii, elasticitatii si masticabilitatii. Mai mult, infuzia de hibiscus a
prezentat efecte benefice asupra parametrilor texturali.

F. Datorita influentei culorii extractului de hibiscus, probele infuzate au prezentat val-
ori mai mici pentru parametrul a* dar acest fapt ar putea fi atribuit altor interactiuni dintre
zaharuri si compusii fitochimici prezenti in extractul de hibiscus.

G. Valorile Hue a plasat mostrele de produse gelifiate cu sau fara infuzie in partea
galbuie-maronie deschisa, care este specifica gemurilor de mere.

H. Valoarea energetica a probelor a depins de continutul de zahar adaugat, cu o
valoare mai mare pentru probele care au utilizat 125 g zahar (249,28+6,78 kcal/100 g) si
mai mica pentru probele fara zahar adaugat (63,12+2,39 kcal/100 g).

I. Analiza senzoriald a plasat produsele gelifiate cu infuzie de extract de hibsicus In zona
moderat a scarii hedoniste. Analiza senzoriala a evidentiat preferinta panelistilor pentru
produsele gelifiate cu continut scazut de zahar.
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CAPITOLUL 5. PROCESAREA MERELOR INFUZATE IN EXTRACT
APOS DE HIBISCUS IN BAUTURI RACORITOARE CU GRAD REDUS
DE IMBRUNARE ENZIMATICA

5.1. INTRODUCERE

Preferintele consumatorilor pentru produsele alimentare au evoluat recent spre
optiuni mai sandtoase. Bauturile pe baza de fructe au castigat atractivitate intr-o societate
care constientizeaza si se orienteaza catre efectele pentru sanatate ale acestora, datorita
gustului lor racoritor, aromelor inedite si continutului bogat de micronutrienti si metaboliti
secundari. Mai mult decat atat, bauturile pe baza de fructe indeplinesc si tendinta actuala
manifestata de consumatori referitoare la nevoia de alimente mai convenabile. Sucurile de
fructe sunt o sursa instantanee de energie, rehidratand rapid lichidele corporale. Acestea
ofera un amestec bine echilibrat de micronutrienti si compusi bioactivi cu proprietati de
promovare a sanatatii (Slavin si Lloyd, 2012).

Sucul de mere este o sursa buna de monozaharide, minerale (potasiu, fosfor si calciu),
fibre alimentare si constituenti bioactivi precum acidul ascorbic, fenolici totali, flavonoide si
antioxidanti (Vallee Marcotte si colab., 2022; Massini si colab. 2018). Flavonoidele si acizii
hidroxicinamici sunt grupele fenolice majore din grupele fenolice (flavonoli, antociani, acizi
hidroxicinamici si dihidrochalcone) prezente in sucul de mere (Francini si Sebastiani, 2013).
Consumul regulat de suc de mere reduce riscul de cancer, boli cardiovasculare, astm si diabet
zaharat (Francini si Sebastiani, 2013).

Una dintre provocarile majore la procesarea sucurilor este data de modificarile fizice
si nutritionale inregistrate la cateva minute de la extractie, datoritd modificarilor date de
imbrunarea enzimatica, mediate de PFO, procese in urma carora culoarea si profilul de
aroma al sucului de mere se modifici (De Paepe si colab., 2014). In timpul procesului de
extractie, PFO endogena este eliberata prin ruperea tesutului peretelui celular, iar sucul se
oxideazd, devine maroniu, cu un miros specific. In plus, microbiota merelor deterioreaza
sucul prin dezvoltarea unui gust acru si aroma neplacuta.

5.2. OBIECTIVELE STUDIULUI

Obiectivul principal al acestui studiu a fost utilizarea substantelor naturale
antilmbrunare apartindnd clasei polifenolilor pentru imbunatatirea calitatii si a
parametrilor nutritionali pentru un suc de mere infuzate in extract apos de hibiscus. Prin
urmare, extractul apos obtinut din calicele de Hibiscus sabdariffa L. a fost utilizat pentru
infuzia merelor inainte de procesarea si obtinerea produselor. In procesele de extractie a
sucurilor s-a utilizat Pectinex® Ultra SP-L, un amestec de pectinaze, hemicelulaze si (3-glu-
canaze, care sa conduca la cresterea randamentului de extractie a sucului. Pentru
evidentierea influentei adaosului de enzime extractive, s-a realizat un experiment similar,
fara adaos de enzime, considerat ca proba martor. Sucurile s-au obtinut la o concentratie a
calixului de hibiscus adaugat pentru extractie de 2%. Probele rezultate au fost analizate
inainte si dupa pasteurizare pentru continutul de antociani. Probe de stabilitate a
concentratiei de antociani au fost efectuate dupa 60 de zile de pastrarea la temperatura de
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4°C. In plus, tescovina rezultati de la presarea merelor si extractia sucului a fost inoculati cu
Lactobacillus casei, cu denumirea comerciala L. casei 431® provenita de la Chr Hansen,
Danemarca, pentru a evalua capacitatea polifenolilor de a stimula activitatea metabolica a
probioticelor, din perspectiva utilizarii integrate in procesare a merelor. Dupa inoculare,
probele au fost liofilizate, urmarindu-se viabilitatea celulelor dupa liofilizare si la 30 de zile
de depozitare.

5.3. MATERIALE SI METODE
5.3.1. Materii prime

Materiile prime utilizate au fost: merele (soiul Frumos de Voinesti), extract apos din
calice de Hibiscus sabdariffa achizitionate de la piata specializata din Galati, Romania, In
septembrie 2022. Merele au fost sortate si spalate, apoi tulpinile si miezurile (cotoarele) au
fost indepartate.

5.3.2. Reactivi utilizati

Cultura comerciala de probiotic Lactobacillus casei cu denumirea comerciala L. casei
431® a fost achizitionata de la Chr Hansen, Danemarca. Mediile de cultura - mediul MRS
lichid cu pH final 6,2 si mediul MRS agar cu pH final 6,5 (de Man Rogosa, and Sharpe) au fost
achizitionate de la Sigma-Aldricht (Suedia). Toti reactivii utilizati In experimente au fost de
calitate analitica.

5.3.3. Pregatirea sucurilor

In prima etap3, s-a obtinut o infuzie din calix de hibiscus la o concentratie de 2%, prin
utilizarea apei distilata la temperatura de 100°C. Amestecul a fost lasat apoi pentru extractie
timp de 15 minute la temperatura camerei (21°C+2°C). Aproximativ 500 g de fructe au fost
taiate in bucati de dimensiune uniforma (aproximativ 5 mm) si imersate in extractul apos de
Hibiscus la 70°C si mentinut pentru infuzare timp de 15 min, urmat de o omogenizare timp
de 5 min, folosind un blender (Philips HR2100/40). Proba martor a fost obtinuta prin
imersare 1n apa distilata la temperatura de 70°C. Dupa blenduire, s-a adaugat 1% Pectinex®
Ultra SP-L si probele au fost pastrate pentru extractie timp de 3 ore la temperatura de 50°C.
Probele au fost centrifugate, cele doua fractiuni fiind separate. Sucul a fost colectat si ambalat
in recipiente din sticla, inchise ermetic si pasteurizate imediat la 95°C timp de 15 min, iar
tescovina a fost colectata si utilizat pentru inoculare. Probele de suc au fost racite prin
imersare In apa cu gheata si pastrate la temperatura de 4°C.

5.3.4. Determinarea viabilitatii celulelor prin metoda de numarare indirecta
(metoda culturala Koch)

Tescovina rezultata de la procesarea merelor, cu si fara infuzie de extract apos de
hibiscus a fost inoculata cu 1% cultura comerciala de L. casei 431® si supusa liofilizarii. Din
probele liofilizate, precum si pentru probele initiale s-a recoltat cate 1 gram de proba si s-au
omogenizat cu 9 mL ser fiziologic steril (0,9% NaCl, g/v), realizandu-se dilutii decimale. Din
ultimele doua dilutii succesive, cate 1 mL suspensie s-au repartizat aseptic in cate doua placi
Petri sterile in paralel, urmate de omogenizarea cu 20 mL MRS cu agar, suplimentat cu 30
g/L carbonat de calciu (Kang si colab., 2020), fluidificat si temperat. Placile s-au termostatat
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apoila temperatura de 37°C, timp de 72 h (Alamanda si colab., 2021) in conditii de aerobioza.
Dupa termostatare, coloniile formate s-au numarat prin metoda de numarare indirecta. Re-
zultatele s-au exprimat in logaritm din unitati formatoare de colonii per gram substanta us-
cata proba analizata (log ufc/g s.u.). Probele au fost codificate astfel: M - proba pe baza de
tescovina de mere cu probiotic si P - proba pe baza de tescovina de mere cu extract de hibis-
cus si probiotic.

5.3.5. Determinarea continutului de compusi bioactivi si activitatea
antioxidanta

Continutul total de antociani monomerici (CTA), polifenoli (CTP) si activitate
antioxidanta s-a determinat cu ajutorul protocoalelor descrise la subcapitolele 4.3.5 si
4.3.6. Probele au fost analizate pentru CTA Inainte si dupa pasteurizare, pentru a evalua
pierderile de compusi bioactivi. CTA a fost exprimat ca D3G/100 mL, CTP ca mg EAG/100
mL iar activitatea antioxidanta ca mg echivalenti Trolox/100 mL.

5.3.6. Analiza senzoriala

Evaluarea senzoriala a produselor a fost efectuata conform Teodorescu et al. (2023),
prin utilizarea metodei de notare cu niveluri diferite de perceptie pentru fiecare atribut, pe
o scara care variaza de la 1 (foarte scazut) la 7 (foarte mare). Opt panelisti cu varste cuprinse
intre 24 si 55 de ani au fost initial instruiti cu privire la caracteristicile senzoriale relevante
ale probelor. Inainte de analizi, sucurile au fost mentinute la la 18 + 1°C timp de patru ore.
Probele au fost expuse in recipiente de sticld clare, codificate. Inainte de fiecare analizi si
intre analiza probelor, panelistii au fost rugati sa-si curete palatul bucal cu apa. Dupa
obtinerea consimtamantului panelistilor, acestia au evaluat urmatoarele caracteristici
senzoriale: aspect, culoare, miros, gust si impresie generala.

5.4. REZULTATE SI DISCUTII

5.4.1 Dezvoltarea unei scheme tehnologice generale pentru procesare merelor
cu infuzie in extract apos de hibiscus in sucuri

Schema tehnologica generala de procesare a merelor infuzate in extract de hibiscus
in bauturi este prezentata in Figura 5.1. Schema tehnologica generala de procesare a
merelor infuzate in extract de hibiscus prezinta ca particularitati o etapa de extractie a
compusilor biologic activi din calixul de hibiscus, o etapa de infuzare a merelor taiate in
extract si o etapa de extractie a sucului cu ajutorul unui mix de enzime, formate din pectinaze,
hemicelulaze si B-glucanaze. Etapa de limpezire a fost inlocuita cu centrifigarea (9000x g
pentru 15 min), cu obiectivul de limpezire a sucurilor si obtinerea borhotului de mere.

5.4.2. Randamentul de extractie al sucurilor

Pentru evaluarea randamentul de extractie a sucului de mere, initial s-au efectuat
doua experimente, In aceleasi conditii, cu si fara adaugarea de Pectinex® Ultra SP-L. Pentru
extractie au fost respectati parametrii de procesare prezentati la subcapitolul 5.3.3.
Pregitirea sucurilor. In cazul probelor in care nu s-a addugat enzime, randamentul de
extractie a fost de aproximativ 74%, in timp ce o crestere importanta a fost obtinuta prin
utilizarea enzimelor de extractie, cand randamentul a fost de 86%. Tinand cont de aceste
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rezultatele, toate probele obtinute, martor si experimentale, au utilizat 1% Pectinex® Ultra
SP-L pentru imbunatatirea randamentului de extractie.

Pectinex® Ultra SP-L MERE CALIX HIBISCUS APA POTABILA STICLE

I ! 7 I
EXTRACTIE
DOZARE RECEPTIE ' < SPALARE

- (100°C/15 min)

SORTARE

y

SPALARE
(50°C, 2-3 min)

MARUNTIRE

INFUZIE
(70°C/30 min)

OMOGENIZARE

v

EXTRACTIE
(50°C/3 ore)

CENTRIFUGARE
!
suc
v

TMBUTELIERE <

v

PASTEURIZARE
(95°C, 15 min)
v

RACIRE LA 25°C

v l
SUC DE MERE INFUZAT
BORHOT DE MERE CU HIBISCUS

Figura 5.1. Schema generala de procesare a merelor infuzate in extract de hibiscus in sucuri

5.4.3. Efectul pasteurizarii asupra continutului de compusi bioactivi si
activitate antioxidanta din sucurile cu si fara infuzie de extract de hibiscus

Probele experimentale au fost pasteurizate in ambalajele din sticla, inchise ermetic la
temperatura de 95°C cu mentinere 15 min. Rezultatele experimentale sunt prezentate in
Tabelul 5.1.
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Tabel 5.1. Continutul de compusi bioactivi si activitate antioxidanta din sucurile cu si fara infuzie de
extract de hibiscus

Parametru analizat Martor Probe experimentale
Inainte de Dupi de pasteur- Inainte de pas- Dupa de pasteur-
pasteurizare izare teurizare izare
CTA (mgD3G/100mL) Nd nd 545,49+16,532 309,76+15,350P
CTP (mg EAG/100 mL)  25,68%£2,94a  24,82+0,40b 38,101,032 37,450,422
Activitate antioxidanta ~ 129,22+6,782 144,11+8,892 180,48+4,94a 180,03+4,88a
(mg Trolox/100 mL)

Prezenta superscriptului a si b pe acelasi rand indica diferente semnificative intre probe la p < 0,05, pe baza
testului Tukey.

Continutul de antociani in probele experimentale Inainte de pasteurizare a fost de
545,49+16,53 mg D3G/100 mL, In timp ce tratamentul termic a determinat o scadere
semnificativa a CTA la 309,76%15,35 mg D3G/100 mL. Dupa cum se poate observa din
Tabelul 5.1., probele de suc cu infuzie de extract de hibiscus au prezentat un continut mai
mare de CTP, cu circa 48% (25,68+2,94 mg EAG/100 mL comparativ cu 38,10+1,03 mg
EAG/100 mL), fara modificari semnificative induse de tratamentul termic. Acelasi trend se
observa si pentru activitatea antioxidanta in probele infuzate, in timp ce in martor,
activitatea antioxidanta creste dupa pasteurizare, de la 129,22+6,78 mg EAG/100 mL la
144,11+8,89 mg EAG/100 mL, sugerand ca in probele martor activitatea antioxidanta este
dati de un cumul de compusi bioactivi. In probele infuzate, desi continutul de antociani scade
semnificativ, CTP nu variaza, putandu-se afirma ca polifenolii totali sunt responsabili de
activitatea antioxidanta.

Pentru a evalua stabilitatea compusilor bioactivi la depozitare, probele au fost
depozitate la temperatura de 4°C pentru 60 de zile. Continutul de antociani a scazut
semnificativ, de la 309,76+15,35 mg D3G/100 mL la 226,26+3,54 mg D3G/100 mL, ceea ce
reprezintd o scadere cu circa 27%. CTP in probele infuzate a inregistrat o usoara scadere, de
la 37,45+0,42 mg EAG/100 mL la 33,27+0,26 mg EAG/100 mL. Scaderea continutului de
compusi bioactivi a determinat o usoara scadere a activitatii antioxidante cu circa 5%, de la
180,03+4,88 mg Trolox/100 mLla 171,77+6,46 mg Trolox/100 mL.

5.4.4. Analiza senzoriala a sucurilor

Probele au fost supuse analizei senzoriale, pentru a evalua gradul de acceptabilitate
al sucurilor fara si cu infuzie In extract apos de hibiscus. A fost utilizata o scara hedonica de
sapte puncte. Dupa cum se arata in graficul radar (Figura 5.2.), cele doua probe
experimentale au prezentat punctaje diferite pentru aspect, cu cel mai mare punctaj (6,37)
fiind obtinut pentru proba infuzatd, In timp ce proba martor a primit un punctaj de 5,5.
Parametrul culoare a primit punctaj maxim (7) pentru probele cu infuzie, In timp ce proba
martor a primit un punctaj de 4,25. Probele au fost diferentiate la caracteristica miros,
probele martor fiind mai bine apreciate (punctaj 6,5) comparativ cu proba infuzata, care a
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primit un punctaj de 5,62, probabil datoritda mirosului specific imprimat de hibiscus. La
impresie generala, probele au fost evaluate cu punctaje similare, proba infuzata primind

punctaj maxim (7), in timp ce proba martor a fost usor depunctata in analiza comparativa
(6,5).

Aspect
7
6
5
4
3
Impresie generala ) Culoare
1
0
Gust Miros
Proba martor Proba cu infuzie

Figura 5.2. Distributia atributelor senzoriale ale sucurilor de mere cu si fara infuzie
in extract de hibiscus
Indicele de acceptabilitate a probelor a fost calculat cu ajutorul relatiei 4.2, rezultatele
obtinute fiind prezentate in Tabelul 5.2.

Tabelul 5.2. Indicele de acceptabilitate (1A, %) pentru sucurile de mere

Atribute senzoriale Proba martor Proba cu infuzie
Aspectul general 78.57 91.07
Culoare 70.83 100.00
Aroma specifica de mar 92.86 80.36
Gust specific de mar 78.57 82.14
Impresie generala 92.86 100.00

Din datele prezentate, se poate observa ca probele infuzate au obtinut punctaj maxim
la caracteristica impresie generala. Nici una din caracteristicile analizate nu au obtinut un
punctaj mai mic de 70%, ceea ce clasifica ambele variante experimentale in categoria grad
inalt de acceptabilitate.

5.4.5. Viabilitatea bacteriilor probiotice inoculate in tescovina rezultata de la
procesarea merelor in sucuri

Viabilitatea bacteriilor probiotice L. casei 431® din cele 2 probe a fost determinata
inainte si dupa liofilizare si respectiv dupa o 30 de zile de pastrare la 4°C (Tabel 5.3).
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Tabel 5.3. Viabilitatea celulelor de L. casei 431® in tescovina de mere Tnainte si dupa liofilizare si
dupa 30 de zile de pastrarea la 4°C

Probe Viabilitate, log ufc/g s.u.
Inainte de liofilizare Dupa liofilizare Dupa 30 de zile de depozitare la
40C
M 11,03+0,01 9,90 +0,09 5,09+ 0,26
P 11,13+0,03 9,93+0,13 8,71+0,11

Din tabelul 5.3. se poate observa ca liofilizarea a determinat o scadere a numarului
de celulel viabile cu 2 log, in ambele probe. Rata de supravietuire a celulelor probiotice a fost
de aproximativ 90%. Microorganismele probiotice pot supravietui o perioada mai lunga in
conditii de congelare, specifice liofilizarii. Cu toate acestea, membranele celulare devin
deteriorate in timpul procesului de congelare datorita solicitarilor mecanice induse de
cristalele de gheata formate In mediul extern sau in interiorul celulelor, provocand liza
celulelor. Substantele dizolvate se condenseaza in mediile extracelulare/intracelulare si in
consecinta celule se deshidrateaza. Ca urmare, activitatile metabolice vitale ale celulelor sunt
reduse sau intrerupte (Akin, Akin, & Kirmaci, 2007).

Efectul de stimulare a activitatii metabolice se observa la depozitare, cand s-a
inregistrat o scadere de 4,81 log ufc/g s.u. in proba martor, proba fara imersarea merelor in
extract de hibiscus, ceea ce corespunde la o rata de supravietuire de 52%. Comparativ, dupa
30 de zile de depozitare, proba de tescovina cu imersarea merelor in hibiscus a permis o
mentinere a viabilitatii celulelor la 8,71 log ufc/g s.u., cu o pierdere minima de 1,22 log ufc/g
s.u. In acest caz, rata de supravietuire a fost de 88%.

Rezultatele obtinute pot fi explicate prin efectul prebiotic cumulat al pectinei din
mere si al polifenolilor. De exemplu, Ran si colab. (2023) au fermentat pulpa de mere cu
Lactobacillus acidophilus si au identificat sase metaboliti diferiti si 10 cai metabolice diferite.
Bacteriile probiotice au potential de a transforma compusii polifenolici in molecule cu masa
moleculara mai mica, fapt care favorizeaza absorbtia lor. Efectul de pastrarea a numarului
de bacterii probiotice viabile In probele imersate pot fi explicate prin scaderea pH-ului indus
de adaosul de antociani din hibiscus.

5.5. CONCLUZII PARTIALE

Obiectivele studiului au constat in obtinerea unei categorii de produse procesate din
mere cu un grad redus de imbrunare enzimaticd, prin exploatarea potentialului unor
compusi polifenolici de a inhiba activitatea enzimatica a polifenoloxidazei din mere. Astfel, a
fost adaptata o tehnologie de obtinere a bauturilor racoritoare din mere infuzate in extract
apos de calix de Hibiscus sabdariffa L. Rezultatele obtinute au permis elaborarea
urmatoarelor concluzii partiale:

A. Sucurile au fost obtinute prin infuzie in extract apos de calix de hibiscus, cu adaos de
enzime, respective Pectinex® Ultra SP-L, un amestec de pectinaze, hemicelulaze si 3-glu-
canaze, care sa conduca la cresterea randamentului de extractie a sucului.

B. Utilizarea enzimelor in procesul de extractie a condus la o crestere a randamentului
de extractie de la 74% la 86%.
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C. In general, tratamentul de pasteurizare a determinat o scidere a continutului de
antociani 1n sucurile cu infuzie de extract de hibiscus, cu o scddere semnificativa de la
545,49+16,53 mg D3G/100 mLla 309,76+15,35 mg D3G/100 mL. Continutul de polifenoli si
activitatea antixodanta au avut valori mai mari in sucurile infuzate, in timp ce tratamentul
termic nu a influentat semnificativ continutul in compusi polifenolici, si in consecinta a
activitatii antioxidante.

D. La evaluarea stabilitatii la depozitarea in conditii de refrigerare pentru 60 de zile,
continutul de antociani a scazut semnificativ, de la 309,76+15,35 mg D3G/100 mL la
226,26+3,54 mg D3G/100 mL, ceea ce reprezinta o scadere cu circa 27%.

E. Continutul de polifenoli in probele infuzate a inregistrat o usoara scadere, de la
37,45%£0,42 mg EAG/100 mL la 33,27+0,26 mg EAG/100 mL. Scaderea continutului de
compusi bioactivi a determinat o usoara scadere a activitatii antioxidante cu circa 5%, de la
180,03+4,88 mg Trolox/100 mL la 171,77+6,46 mg Trolox/100 mL.

F. Analiza senzoriald a sucurilor de mere infuzate a indicat ca probele infuzate au
obtinut punctaj maxim la caracteristica impresie generala. Nici una din caracteristicile
analizate nu au obtinut un punctaj mai mic de 70%, ceea ce clasifica ambele variante
experimentale In categoria grad Inalt de acceptabilitate.

G. Efectul de stimulare a activitatii metabolice, similar proprietatilor prebiotice au fost
observate 1n cazul tescovinei rezultate de la procesarea merelor, cu imersare in extract de
hibiscus. Astfel, s-au obtinut probe liofilizate de borhot de mere cu 9 log ufc/g s.u. in timp ce
la depozitare timp de 30 de zile la 4°C, bacteriile si-au mentinut viabilitatea in procent de
88%.
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CAPITOLUL 6. CERCETARE APLICATIVA PRIN UTILIZAREA
EXTRACTELOR DE HIBISCUS LA OBTINEREA SNACKS-URILOR
DIN MERE PRIN DIFERITE METODE DE USCARE

6.1. INTRODUCERE

O dieta sanatoasa si sustenabila aduce o contributie importanta asupra sanatatii
umane, in special datorita constientizarii efectelor asociate acesteia, fapt ce duce la o crestere
a cererilor consumatorilor pentru produse sanatoase (Zhu et al, 2022). Prin urmare,
gustarile din fructe pot deveni o parte esentiald a alimentatiei zilnice a omului, avand in
consecintd un impact semnificativ asupra pietei alimentare. Este bine cunoscut faptul ca
aportul zilnic recomandat de fructe si legume este de 200 g (FAO, 2021), acest raport putand
fi considerat un vector important pentru o serie de nutrienti importanti, la care se adauga si
potentialul de furnizare a unor compusi biologic activi, a caror efect este intens studiat In
literatura de specialitate ca avand multiple functii benefice pentru organismul uman.

Fructele reprezinta o sursa de glucide simple, carbohidrati, fibre alimentare, proteine,
precum si vitamine, minerale si acizi organici, constituind Impreuna cu legumele, baza
piramidei alimentare (Karwacka et al.,, 2022). Prin urmare, alimentele naturale reprezinta
cea mai simpla forma de alimente functionale si pot fi o sursa buna de compusi functionali
(Day et al., 2009).

Mai mult, cererea de alimente functionale cu efecte benefice asupra sanatatii este in
continua crestere. Desi consumul de fructe proaspete ramane o conditie esentiala pentru o
alimentatie sanatoasa, in zilele noastre, gustarile consumate intre mesele principale joaca un
rol semnificativ in dieta moderna (de Gooijer et al., 2023). Din pacate, In ultimele decenii,
gustarile contribuie semnificativ la aportul total de energie datoritd, in special, continutului
ridicat de grasimi si zahar (Murakami & Livingstone, 2015).

Marul (Malus domestica) este un fruct popular din familia Myrtaceae. Din punct de
vedere compozitional, marul a fost studiat pe larg, datorita continutului mare in nutrienti si
compusi biologic activi, cum ar fi compusi polifenolici (taninuri), carotenoide, fibre
alimentare, vitamine, zaharuri, polizaharide, steroli, acizi organici si elemente minerale
esentiale pentru alimentatia umana (Zhu si colab., 2022). S-a raportat ca marul este unul
dintre fructele ideale pentru dezvoltarea gustarilor dintre mese, cunoscute in general sub
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denumirea de snacks-uri, datorita valorilor sale nutritive si biologic active ridicate, cu impact
benefic asupra functiei vasculare, tensiunii arteriale, lipidelor, inflamatiei si hiperglicemiei
(Arora et al. 2018; Bondonno et al, 2017).

Cu toate acestea, In timpul procesarii, imbrunarea este un factor determinant care
afecteaza calitatea produselor procesate din mere, datorita distrugerii structurii celulare
regionale spatiale a fenolilor si actiunii enzimelor oxidative, fapt care conduce la aparitia
compusilor de imbrunare enzimatica, de culoare maro inchis (Xu et al., 2022), concomitent
cu degradarea calitatii si reducerea termenului de valabilitate. Polifenoloxidaza (PFO) si
peroxidaza (PRO) sunt enzimele cheie implicate in degradarea polifenolilor si aparitia
imbrunarii (Jang & Moon, 2011).

Wang si colab. (2023) au explicat ca in prezent, pentru a inhiba activitatea PFO si PRO,
tehnicile sunt axate pe tratamentul post-recoltare, in principal tratamente fizice si chimice,
cum ar fi utilizarea unor tehnici de ambalare speciale, aplicarea tratamentelor termice,
refrigerarea, utilizarea tratamentelor la presiune inalt3, iradiere ultravioleta sau utilizarea
de substante chimice cu potential de inhibare a enzimelor. in prezent, grupul nostru de
cercetare a demonstrat ca polifenolii naturali ar putea inhiba aproximativ 50% din
activitatea PFO (Stan (Boldea) si colab. 2023a) prin utilizarea unei etape de infuzie a merelor
proaspat tdiate in extract apos de Hibiscus sabdariffa L. Din rezultatele obtinute, extractul de
Hibiscus sabdariffa L. contine o gama larga de polifenoli, cum ar fi acid galic, acid cafeic, acid
siringic, acid sinapic, acid hibiscus, acid azelaic, acid 3,4-dihidroxibenzoic, acid clorogenic,
acid ferulic, acid elagic, acid p-cumaric, acid neoclorogenic, delfinidin-3-0-
sambubiozida/hibiscina, delfinidina, pelargonidina, delfinidin-3-0-3-D-glucozida,
kaempferol, kaempferol-3-0O-sambubiozida, kaempferol-3-0-rutinozida, naringening,
miricetind, galocatechind, kaempferol glucozida si spicozida A (Stan (Boldea) si colab.
2023a).

6.2. OBIECTIVUL STUDIULUI

Prin urmare, obiectivul principal al studiului a fost obtinerea de snacks-uri din mere
cu indice de imbrunare enzimatica redus, prin infuzarea feliilor de mere proaspat tdiate in
extract apos de Hibiscus sabdariffa L., urmata de uscare, folosind doua metode: uscare
convectiva in aer cald (CD) si, respectiv uscare in infrarosu. (IR). Omolola, Jideani si Kapila
(2017) au explicat ca uscarea contribuie in mod semnificativ la prelungirea termenului de
valabilitate prin reducerea continutului de apa a produselor, ceea ce, la randul sau, duce la o
reducere a costurilor logistice. A fost studiat efectul celor doua metode de uscare la diferite
temperaturi asupra parametrilor cinetici de uscare, asupra continutului de polifenoli si
activititii antioxidante. In plus, au fost analizate caracteristicile fizice, respectiv parametrii
de culoare, caracteristicile senzoriale, capacitatea de rehidratare, raportul de contractie,
suprafata si proprietatile texturale. Profilul polifenolic avansat in acizi fenolici, flavonoide si
antociani a fost analizat prin metode cromatografice. Rezultatele obtinute sunt valoroase in
ceea ce priveste dezvoltarea unor strategii si tehnologii de obtinere a unor snacks-uri
inovatoare din mere, cu proprietati bioactive superioare, cu o culoare atractiva si activitate
antioxidanta crescuta.
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6.3. MATERIALE SI METODE
6.3.1. Materii prime

Merele (Malus pumila, cv. Granny Smith) au fost achizitionate de pe o piata locala din
Galati, Romania si depozitate la 4 + 1 °C Tnainte de procesare. Continutul initial de umiditate
a merelor a fost de 81,16 = 0,11%. Caliciul uscat de Hibiscus sabdariffa L. a fost obtinut de la
un magazin local de plante medicinale (Galati, Romania) In octombrie 2023.

6.3.2. Reactivi

Reactivii utilizati in acest studiu au fost acidul galic, catechina, Trolox (acid 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilic), reactivul Folin-Ciocalteu, 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH), etanol, achizitionate de la Sigma Aldrich Steinheim (Darmstadt, Germania). Reactivii
utilizati In analiza cromatografica, respectiv acid acetic, acetond, acetonitril, acid formic,
metanol, etanol, cafestol, procianidina A1, procianidina B1, cafeind, acid galic, acid cafeic,
acid siringic, acid 3, 4-dihidroxibenzoic, acid clorogenic, acid ferulic, acid elagic, acid p-
cumaric, acid sinapic, quercetina 3-glucozida, quercetind 3-D-galactozida, luteolina,
delfinidin-3-0-B-D-glucozida, pelargonidin-3-0-glucozida, clorura de pelargonidina, clorura
de malvidina, quercetind, rutina trihidrat, rutina (quercetin 3-rutinozid), kaempferol,
naringenin, crisin si miricetin au fost de calitate HPLC si achizitionate de la Sigma-Aldrich
(Darmstadt, Germania). Toate celelalte substante chimice si reactivi utilizati In experimente
au fost de puritate analitica.

6.3.3. Obtinerea extractului apos de Hibiscus si infuzia feliilor de mere proaspat
taiate

Aceasta etapa a fost realizata utilizand metodele descrise de Stan (Boldea) si colab.
(2023 asi b). Pe scurt, extractul a fost obtinut prin adaugarea a 10 g de caliciu de hibiscus in
1000 ml de apa fierbinte (100°C timp de 15 min). Merele (aproximativ 1 kg) s-au spalat cu
apa de la robinet, s-au sters usor cu hartie absorbanta pentru a indeparta excesul de apa si
s-au tdiat la o grosime de 3 mm folosind o masina de feliere (Gorenje R707A, Velenje,
Slovenia). Feliile au fost impartite In doua grupe experimentale: martor si probele infuzate.
Feliile de mere au fost imersate in extractul apos de Hibiscus si mentinute la 70°C timp de
jumatate de ord, in timp ce probele control au fost tratate in aceleasi conditii, dar inlocuind
extractul cu apa distilata la temperatura de 70°C. Dupa jumatate de ora, bucatile au fost
indepartate din solutii, mentinute la 22°C timp de 5 minute pentru a favoriza eliminarea apei
in exces si supuse ulterior uscarii.

6.3.4. Procedura experimentala de uscare

In experimente au fost utilizate doui metode de uscare: uscare prin convectie in aer
cald (CD) si uscare cu infrarosu (IR). Aproximativ 250 + 5 g de mere feliate au fost uscate in
fiecare experiment. Uscarea CD si IR a feliilor de mere au fost efectuate intr-un uscator
infrarosu-convectiv echipat cu 5 tavi perforate (Concept SO4000 Infra 500 W, Chocen,
Republica Ceha). Feliile de mere au fost uscate la temperaturi constante de 50°C, 60°C si
70°C, o viteza a aerului de 1,2 + 0,1 m/s masurata cu un termoanemometru cu fir fierbinte
VT 115 (Kimo Instruments, Millgrove, Ontario, Canada) si umiditate relativa de 12,2 + 1,5%.
Umiditatea relativa a fost masurata cu ajutorul unui termohigrometru seria EE33, echipat cu
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o sonda de detectare (E + E Electronik Ges.m.b.H. Engerwitzdorf, Austria). La fiecare 30 de
minute, probele (felii de mar) au fost cantdrite, folosind o balanta digitala Precisa EP-125SM
(Precisa, lasi, Romania) cu o precizie de 0,01 g. Procesul de uscare a fost considerat finalizat
atunci cand probele de felii de mere au atins greutate constanta (conditie de echilibru). Dupa
uscare, probele au fost introduse in exsicator timp de aproximativ 30 de minute pentru a se
raci la temperatura camerei (22 * 2°C) si apoi s-au ambalat In pungi de hartie si s-au pastrat
la Intuneric pana la efectuarea de analize.
6.3.5. Modelarea matematica a curbelor de uscare

Raportul de umiditate (MR) si viteza de uscare (DR) pentru feliile de mere au fost

calculate folosind urmatoarele ecuatii (Velescu si colab., 2023):
_ M; — M,
MR = M, M (6.1)

unde MR este raportul de umiditate (adimensional); Mt, Mo si Me reprezinta continutul de
umiditate la momentul t (kg/kg), initial si de echilibru (kg/kg).

Ecuatia (6.2) a fost utilizata pentru a calcula viteza de uscare (DR) (Velescu et al,
2023):

DR = Merde — Me (6.2)
de

unde Mt+dt este continutul de umiditate la momentul t+d: (kg/kg) si dceste intervalul de timp
dintre doud determiniri consecutive (min). In Tabelul 6.1 sunt rezumate modelele
matematice aplicate curbelor de uscare ale feliilor de mere uscate la temperaturi diferite
pentru metodele de uscare CD si IR. Datele experimentale au fost analizate prin regresie
neliniara (software CurveExpert Professional versiunea 2.7.3) pentru a estima parametrii
cinetici pentru modelele matematice aplicate. Cel mai adecvat model matematic folosit
pentru a descrie caracteristicile de uscare ale feliilor de mar a fost considerat modelul cu cea
mai mare valoare a coeficientului de corelatie (R?) si cea mai mica valoare a sumei patratelor
reziduale (SSR).

Tabel 6.1. Modelele matematice selectate din literatura de specialitate pentru descrierea curbelor
de uscare a produselor agricole

Nr. Denumirea modelului Relatia matematica Referinta bibliografica

1. Newton/Lewis MR = exp(- kt) Lewis (1921)

2. Page MR = exp(- ktn) Page (1949)

4. Henderson and Pabis MR = a exp(- kt) Henderson and Pabis (1962)
5. Logarithmic MR =aexp(-kt) +c Meisami-asl et al., (2009)

MR - raportul de umiditate, n — numarul de constante ale modelului; k - constanta de uscare (1/s); a
si ¢ - coeficienti ai modelului si t - timpul de uscare (s).

6.3.6. Coeficientul de difuzie efectiva a umiditatii (Defr) si energia de activare
(Ea)

Coeficientul de difuzie efectiva a umiditatii probelor analizate (Deff) a fost estimat cu
ajutorul celei de a doua legi Fick a difuziei (Ecuatia 6.3), utilizata pentru a descrie procesul
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de uscare si transportul umiditatii in interiorul materialelor biologice (Demiray si colab.,
2023).

2 :
Defr t] (6.3)

MR = Em ! (2n+1)2- 2
T WL n+ 1) exp|—ian 4 12
n=

unde MR este raportul de umiditate, t este timpul (s), L este grosimea probelor (m), difuzivi-
tatea efectiva Defr (m2/s).

In cazul timpilor de uscare lungi, ecuatia (6.3) se exprimi intr-o forma logaritmica
conform ecuatiei (6.4):

8 D
InMR = In (;) _ (nz L t) (6.4)

Valorile Deff au fost calculate prin reprezentarea grafica a In (MR) In functie de timpul
de uscare conform ecuatiei (6.5):
7T2 ' Deff

4-12

Dependenta Defr fata de temperatura a fost evaluata cu ajutorul ecuatiei lui Arrhenius

si valorile energiilor de activare (Ea) au fost calculate cu ajutorul ecuatiei (6.6):

Eq
Desr = Doexp (— ﬁ) (6.6)

In care: Do este factorul pre-exponential al ecuatiei Arrhenius (m2/s), Ea este energia
de activare (KJ/mol), T este temperatura absoluta (K) si R este constanta universala a gazelor
(R = 8,31451 ]J/mol/K). Valorile energiilor de activare au fost considerate pantele re-
prezentdrilor grafice liniare a corelatiilor In (Deff) fata de 1/T, exprimate ca Ea/R.

Slope = (6.5)

6.3.7. Extractia compusilor polifenolici din snacks-urile din mere

Pentru extractia polifenolilor, 1 g de proba a fost amestecat cu 9 ml de solutie de
etanol (70%) si supuse extractiei solid-lichid asistate de ultrasunete, la 30°C timp de 30 de
minute. Probele au fost centrifugate la 7000 x g timp de 10 minute la 4°C si supernatantii au
fost utilizati pentru analiza compusilor polifenolici prin metoda cromatografica si pentru
determinarea activitatii antioxidante.

6.3.8. Analiza cromatografica a polifenolilor

Analiza cromatografica pentru caracterizarea profilului polifenolic a fost efectuata cu
ajutorul unui sistem HPLC Agilent 1200 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SUA) si s-a
bazat pe o elutie cu acid fomic 10% (v/v, solvent A) si 100% metanol (v/v, solvent B),
utilizand o coloana C18 Synergi 4u Fusion-RP 804, 150 mm x 4,6 mm, cu dimensiuni de 4 pm
(Phenomenex, California, SUA). Debitul a fost de 1 mL/min, la 30°C, cu un volum de injectare
de 10 pL de proba, detectia avand loc la lungimea de unda de 280 nm si 320 nm. Compusii
au fost identificati si cuantificati pe baza curbelor etalon elaborate pentru standardele
disponibile si prin raportare la datele din literatura stiintifica.

6.3.9. Activitate antioxidanta

Capacitatea extractelor obtinute din snacks-urile din mere de a capta radicalul DPPH
a fost folosita 1n acest studiu pentru a evalua potentialul antioxidant. Probele de extract (100
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uL) au fost amestecate cu 3900 uL de solutie metanolica DPPH (0,1 Mol) si incubate timp de
30 min la temperatura camerei si la Intuneric. Absorbanta probelor a fost masurata la 515
nm fata de martor (spectrofotometru UV-vizibil (Biochrom Libra S22 UV/Vis, Cambridge,
UK). Toate experimentele au fost efectuate in triplicat. Activitatea antioxidanta a fost
exprimata ca uMol Trolox/g substanta uscata (SU) utilizand o curba etalon utilizdnd Trolox
(y=0,45x-0,0075, R2 =0,993).

6.3.10. Analiza texturii

Pentru analiza texturala a fost utilizat un analizor CT3 Texture (Brookfield Ametek,
SUA) echipat cu o celula de sarcind de 1000 g. Snacks-urile au fost asezate pe o platforma
perforata si s-a utilizat un cilindru metalic cu diametrul de 4 mm pentru a determina
fermitatea si crocanta. Viteza de pretest si posttest a fost setatd la 2 mm/s, viteza de testare
a fost de 0,5 mm/s si sarcina de declansare a fost de 0,067 N. Fermitatea a fost exprimata ca
forta maxima necesara pentru spargerea snacks-urilor, iar crocanta a fost determinata ca
numadr de varfuri In diagrama deformare-forta (Xiao et al., 2018). Au fost efectuate cinci
masuratori pentru fiecare proba.

6.3.11. Parametri colorimetrici

Parametrii de culoare (L* a* b* C* h*) ai snacks-urilor din mere proaspete si uscate
au fost masurati cu un colorimetru de precizie NR110 (Shenzhen 3nh Technology Co.,
Guangdong, China). Modificarea totala a culorii (AE), indicele de imbrunare (BI), indicele de

alb (WI) si indicele de galben (YI) ale merelor feliate proaspete si uscate au fost calculate
folosind ecuatiile (6.7)-(6.11) (Duan si colab., 2017, Dajbych si colab., 2023).

AE = \/(L*g, —1)2 + (af —a*)? + (b — b*)? (6.7)
[100 - (x — 0.31)]

Bl = 017 (6.8)

B (@*+1.75-L") 69

X~ (56451 +a" —3.012-b") (69)

WI =100 — /(100 — L*)2 + a*2 + b*2 (6.10)

142.86 - b*
Y= —F—— (6.11)

unde Lo* ao* si bo* reprezinta parametrii de culoare ai probelor proaspete, L* a* si b*
reprezinta parametrii de culoare ai probele uscate, L* (luminozitate), a* (tenta de la verde la
rosu) si b* (tentd de la albastru spre galben). Toate experimentele au fost efectuate in
triplicat.

6.3.12. Raportul de rehidratare (RR)

Feliile de mere uscate (7.0 = 0,5 g) au fost scufundate in 200 mL apa distilata Intr-un
pahar de 250 mL si rehidratate la 40°C. Probele au fost cantdrite la intervale de 5 minute.
Apoi, probele au fost scoase si apa de suprafata a fost absorbita cu grija cu prosoape de hartie
timp de 60 de secunde, apoi cantarita. Dupa cantarire, probele au fost reintroduse imediat in
acelasi pahar cu apa distilata. Aceasta procedura s-a repetat pana la obtinerea unei greutati
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constante (cel putin doud cantariri consecutive). Ecuatia (6.12) a fost utilizata pentru a
calcula raportul de rehidratare a probelor (Zhu si colab., 2022).
RR = 2 (6.12)
my
unde m1 a fost masa snacks-urilor din mere uscate inainte de rehidratare (g) si mz a fost
masa snacks-urilor din mere uscate dupa rehidratare (g). Toate experimentele au fost efec-

tuate in triplicat.

6.3.13. Raport de contractie (SR)

Raportul de contractie a probelor uscate a fost calculat folosind ecuatiile (6.13)-(6.15)
(Dajbych si colab., 2023).
_ (Vi —Vp)

Vi

unde Vi este volumul initial al probei de mere proaspete (m3) si Vreste volumul final al probei
de mere uscate (m3).

SR 100 (6.13)

D\
Vi =T" (7) . 81 (614)
Dp\?
Vf = m- (3) ' Sf (615)

unde Dj, Dy, §; si 8¢ sunt diametrele initiale si finale (mm) si grosimile (mm) ale probelor.
Diametrele si grosimile probelor au fost masurate folosind un subler digital (Burg Wachter
Digital Caliper Precise PS 7215, 150 x 0,01 mm) cu o precizie de 0,01 mm. Toate
experimentele au fost efectuate in triplicat.

6.3.14. Aria feliilor de snacks-uri (A)
Aria (mm?) a feliilor de mere (proaspete si uscate) a fost calculata folosind ecuatia
(6.16) (Dajbych si colab., 2023).

A=2-m-r-(r+h) (6.16)
unde r este raza (mm) si h este grosimea (mm) a probelor de felii de mere proaspete si
uscate. Toate experimentele au fost efectuate In triplicat.

6.3.15. Analiza senzoriala

Evaluarea senzoriald a snacks-urilor din mere a fost efectuata dupa metoda descrisa
intr-un studiu anterior (Stan (Boldea) si colab. (2023 b) prin utilizarea metodei de notare cu
niveluri diferite de perceptie pentru fiecare atribut, pe o scala care variaza de la 1 (foarte
scazut) la 7 (foarte mare). Pe scurt, zece panelisti cu varste cuprinse intre 23 si 35 de ani au
fost instruiti cu privire la caracteristicile senzoriale relevante ale snacks-urilor, cum ar fi
aspectul, culoarea, gustul, aroma, duritatea, crocanta si acceptabilitatea generala. Inainte de
analiza, probele au fost tinute la 22 + 1°C timp de o ora. Probele au fost prezentate in farfurii
din sticla clare, codificate. Inainte de fiecare analizi si intre analiza probelor, panelistii au
fost rugati sa-si curete cavitatea bucala cu apa. Indicele de acceptabilitate (IA) a fost calculat
pe baza ecuatiei 6.17:
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Indicele de acceptabilitate (%) = % (6.17)

Unde, A este media valorilor hedonice obtinute pentru un atribut individual si B este
valoarea hedonica maxima atribuita aceluiasi atribut.

6.3.16. Analiza statistica

Toate experimentele au fost efectuate in triplicat. Valorile sunt raportate la substanta
uscata si prezentate ca medie * abatere standard. Diferentele semnificativ statistic intre
rezultate au fost analizate prin analiza unidirectionala a variantei (ANOVA), urmata de testul
Tukey la un nivel de semnificatie de 5% (p < 0,05). Pentru analiza a fost utilizat pachetul
software statistic Minitab versiunea 19 (Romsym Data, Bucuresti, Romania).

6.4. REZULTATE SI DISCUTII

6.4.1. Cinetica uscarii feliilor de mere imersate in extract de Hibiscus sabdariffa

Efectul temperaturii si al celor doua metode de uscare asupra modificarii raportului

de umiditate a probelor de mere proaspete si infuzate in extract de Hibiscus sabdariffa este
prezentat in Figura 6.1.
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Figura 6.1. Cinetica de uscare a feliilor de mere prin convectie in aer cald CD si infrarosu IR
la diferite temperaturi de uscare (a - felii de mere uscate prin CD; b - felii de mere uscate prin IR; c -
felii de mere infuzate cu extract de Hibiscus sabdariffa uscate prin CD; d - felii de mere infuzate cu
extract de Hibiscus sabdariffa, uscate prin IR) Stan (Boldea) si colab. (2025)
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In timpul procesului de uscare, evaluarea continutului de umiditate a probelor a fost
efectuata la interval de 30 de minute, pana cand s-a obtinut umiditate constanta. Pentru
ambele metode de uscare, cresterea temperaturii aerului de uscare a dus la reducerea
timpilor de uscare, ducand la o scadere continua a valorilor raportului de umiditate odata cu
cresterea timpului de uscare. O posibila explicatie pentru corelatiile observate este legata de
viteza de transfer de caldurad intre feliille de mar si agentul de uscare din interiorul
echipamentului de uscare, care a crescut odata cu cresterea temperaturii, accelerand difuzia
umiditatii in interiorul feliilor la suprafata. Rezultatele noastre sunt de acord cu Demiray et
al,, (2023) si Huang si colab., (2022), care au studiat efectul temperaturilor de uscare asupra
feliilor de mar si respectiv efectele temperaturilor de uscare, vitezei aerului si radiatiei
infrarosii asupra acelorasi produse. Pe masura ce temperaturile de uscare au crescut,
presiunea de vapori a apei feliilor de mere a crescut, ceea ce a dus la o eliminare mai rapida
a apei din celule. Dupa cum se poate observa din Figura 6.2., perioada de uscare a variat
intre 180 si 390 min pentru CD si intre 150 si 330 min pentru IR.
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Figura 6.2. Modificari ale vitezei de uscare a feliilor de mere fatd de timpul de uscare (a - felii
de mere uscate prin CD; b - felii de mere uscate in IR; ¢ - felii de mere infuzate cu extract de Hibiscus
sabdariffa uscate prin CD; d - felii de mere infuzate cu extract de Hibiscus sabdariffa uscate prin IR
(Stan (Boldea) si colab. 2025)

Comparativ cu CD, timpul de deshidratare la uscarea IR a fost cu aproximativ 25%
mai mic in comparatie cu martorul si cu aproximativ 17% pentru probele infuzate cu extract
de hibiscus. Variatia vitezei de uscare in functie de timpul de uscare la diferite temperaturi
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de uscare si diferite metode de uscare este prezentate in Figura 6.2. Viteza de uscare scade
odata cu cresterea timpului de uscare, asa cum se arata in Figura 6.2. Pentru ambele metode
de uscare si pentru toate probele nu a fost observata o rata constanta a perioadei de uscare.
Figura 6.2. arati ci procesul de uscare are loc in doud perioade distincte. In prima perioada
(si anume etapa de Incalzire), rapoartele de uscare au atins valorile maxime pentru ambele
metode de uscare dupa 30 min (0,007 - 0,0115 g apa/g SU pentru CD si 0,0048 - 0,0092 g
apa/g SU pentru uscare IR) probabil datorita continutului ridicat de umiditate al probelor de
felii de mere.

A doua perioada de uscare apare o data cu reducerea continutului de umiditate din
probele de mere. Pentru aceasta etapa, valorile vitezei de uscare variaza intre 0,0000075 -
0,000038 g apa/g SU pentru CD si 0,000016 - 0,0043 g apa/g SU pentru uscare IR. Acest
aspect poate fi explicat printr-o scadere a porozitatii probelor de mar datorita contractiei
mari, ceea ce duce la scaderea In continuare a ratelor (rapoartelor) de uscare.

Rezultatele noastre sunt in acord cu cele raportate de Onwude et al,, (2018) pentru
uscarea in infrarosu a cartofilor dulci si Abdelbasset et al.,, (2022) care au studiat efectul
radiatiei infrarosii la diferite temperaturi asupra uscarii dovleacului. Rezultatele obtinute
din modelarea matematica la diferite metode de uscare si diferite temperaturi, precum si
parametrii statistici ( R2 si SSR), sunt prezentate in Tabelul 6.2. Modelul matematic cu cea
mai mare valoare R? si cele mai mici valori SSR a fost selectat ca model adecvat pentru
descrierea cinetica a proceselor de uscare CD si IR a probelor de mere.

Tabel 6.2. Rezultatele modelarii matematice utilizand diferite modele cinetice la uscarea feliilor de
mere (Stan (Boldea) si colab. 2025)

Temperatura Parametrii modelului
Model de uscare R2 SSR
°C) k n a c

Uscare convectiva
Probe control

Newton/ 50 0,478 0,973 0,0131
Lewis 60 0,704 0,962 0,0280
70 0,748 0,965 0,0592
50 0,448 1,191 0,996 0,0039
Page 60 0,641 1,279 0,995 0,0037
70 0,626 1,522 0,991 0,0051
Henderson 50 0,488 1,129 0,988 0,0112
si Pabis 60 0,724 1,133 0,986 0,0247
> 70 0,788 1,145 0,981 0,0538
50 0,444 1,163 - 0,044 0,991 0,0069
Logaritmic 60 0,587 1,219 -0,113 0,987 0,0134
70 0,596 1,478 -0,377 0,985 0,0246
Probe infuzate
Newton,/ 50 0,642 0,968 0,0515
Lewis 60 0,770 0,965 0,0536
70 0,899 0,963 0,0644
Page 50 0,618 1,252 0,994 0,0213
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60 0,742 1,264 0,996 0,0164
70 0,865 1,341 0,995 0,0199
Henderson 50 0,564 1,074 0,986 0,0327
si Pabis 60 0,677 1,083 0,986 0,0340
i 70 0,789 1,105 0,979 0,0411
50 0,546 1,084 -0,075 0,987 0,0327
Logaritmic 60 0,655 1,095 - 0,144 0,987 0,0351
70 0,764 1,126 - 0,408 0,981 0,0513

Uscare in infrarosu
Probe control

Newton,/ 50 0,0127 0,972 0,174
Lewis 60 0,0131 0,974 0,189
70 0,0194 0,985 0,136
50 0,0351 0,672 0,994 0,112
Page 60 0,0357 0,701 0,993 0,113
70 0,0459 0,719 0,996 0,149
Henderson 50 0,0125 0,907 0,975 0,242
si Pabis 60 0,0197 0,929 0,961 0,215
’ 70 0,0135 0,921 0,956 0,286
50 1,056 1,724 -0,323 0,957 0,119
Logaritmic 60 1,042 2,176 - 0,444 0,973 0,113
70 1,049 1,803 - 0,343 0,954 0,136
Probe infuzate
Newton,/ 50 0,02 0,964 0,119
Lewis 60 0,0286 0,973 0,104
70 0,0289 0,973 0,104
50 0,0466 0,713 0,990 0,114
Page 60 0,0546 0,782 0,992 0,134
70 0,0552 0,760 0,992 0,135
Henderson 50 0,0196 0,872 0,964 0,233
si Pabis 60 0,0289 0,942 0,972 0,187
’ 70 0,0292 0,953 0,973 0,189
50 0,875 1,600 - 0,331 0,963 0,116
Logaritmic 60 0,877 1,618 - 0,361 0,975 0,104
70 0,887 1,636 - 0,365 0,976 0,107

R2 = Coeficient de corelatie; SSR = suma patratelor reziduale; k, n, a si ¢ = parametrii modelului.

Modelul Page a prezentat cea mai buna potrivire pentru toate temperaturile de uscare
si pentru ambele metode de uscare, cu cele mai mari valori ale R21a 0,990 la 0,996 si cele mai
mici valori SSR de 1a 0,0037 1a 0,149, in comparatie cu alte modele. Rezultate similare au fost
obtinute de Dajbych si colab., (2023) pentru uscarea in infrarosu si cu aer cald a feliilor de
mere Red Delicious, Salehi si Satorabi (2021) pentru uscarea in infrarosu a feliilor de mere
acoperite cu seminte de busuioc si gume de xantan si Demiray si colab. (2023) pentru
uscarea convectiva a feliilor de mar Granny Smith.

6.4.2. Desr si Ea

Valorile coeficientului de difuzie efectiva a umiditatii (Defr) si valorile energiei de
activare (Ea) in diferite conditii de uscare sunt prezentate in Tabelul 6.3.
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Tabel 6.3. Valorile coeficientului de difuzie efectiva a umiditatii (Des) si a energei de activare (E.) a
probelor de felii de mere (Stan (Boldea) si colab. 2025)

Codificare Metoda de toC Defr -10-8, R E., R
probe uscare m?2-s-1 kJ-mol-!
C_50_CD 50 2.31 0,9896
C_60_CD 60 2.78 0,9860 14,31 0,9943
C_70_CD Uscare 70 3.16 0,9808
C_50_CDH convectiva 50 2.22 0,9856
C_60_CDH 60 4.73 0,9828 47,23 0,9398
C_70_CDH 70 6.18 0,9799
C_50_IR 50 1.85 0,9236
C_60_IR 60 2.81 0,9408 23,02 0,9925
C_70_IR Uscare in 70 3.05 0,9695
C_50_IRH infrarosu 50 2.64 0,9362
C_60_IRH 60 2.90 0,9707 9,95 0,9980
C_70_IRH 70 3.25 0,9715

C_temperatura_CD - felii de mere uscate prin uscare convectiva in aer la 50°, 60° si 70°:
C_temperatura_CDH - felii de mere infuzate in extract de Hibiscus sabdariffa prin uscare convectiva
in aerla 50°, 60° si 70°; C_temperatura_IR - felii de mere uscate prin uscare in infrarosu la 50°, 60° si
70°: C_temperatura_IRH - felii de mar infuzate in extract de Hibiscus sabdariffa prin uscare in
infrarosu la 50°, 60° si 70°.

S-a constatat ca valorile Deff ale probelor de mere uscate prin metoda convectiva au
variat intre 2.31:10 -8 m?/s si 3.16:10 -8 m?Z/s pentru probele martor si intre 2.22-10 - 8 m?
/s si 6.18:10 -8 m2/s pentru probele infuzate in extract de hibiscus. Pentru probele uscate
prin metoda IR, valorile Defrau variat intre 1,85:-10-8 m2 /s si 3,05-10 -8 m? /s pentru probele
martor si 2,64-10-8m? /s si 3,25- 10 -8 m2/s pentru probele infuzate. Aceste valori arata ca
Deff a crescut odata cu cresterea temperaturilor de uscare, in acord cu Maleki si colab.,,
(2020). Rezultatele obtinute au aratat ca cresterea temperaturii de uscare ar putea accelera
difuzia umiditatii atunci cand feliile de mere au fost uscate la temperatura mai mare. Valorile
Deff obtinute au fost in intervalul de la 10 -121a 10 - 8, valori caracteristice pentru materialele
biologice (Jha & Sit, 2020). Variatii similare au fost observate in timpul uscarii si de catre
Rayaguru & Routray (2012) pentru feliile de mar uscate in aer cald si de Ugurlu si colab.,
(2023) pentru feliile de mere uscate cu un uscator cu infrarosu - vid. Valorile energiei de
activare (Ea) ale feliilor de mere uscate cu CD au fost intre 14,31 si 47,23 K] /mol, in timp ce
pentru probele uscate IR au fost intre 9,95 si 23,02 K] /mol. Valori similare au fost raportate
pentru diferite fructe si legume: 17,77-25,41 KJ/mol pentru felii de mere (Beigi, 2016),
10,59-54,93 KJ/mol pentru felii de igname (Ojediran et al.,, 2020). Potrivit Srikanth et al,,
(2019) diferentele dintre valorile Ea se pot datora unor factori precum: gradul de maturare,
structura si componentele tesuturilor, varietatea, textura, dimensiunea si suprafata.

Valorile energiei de activare diferite atat pentru probele control cat si intre metodele
de uscare demostreaza o mai mare dependenta de temperatura a probelor uscate prin CD,
comparativ cu IR. De asemenea, probele infuzate necesita un aport mai mic de energie pentru
uscare prin CD si mai mare prin IR.
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6.4.3. Parametrii de culoare a snacks-urilor din mere

Tabelul 6.4. prezinta rezultatele masuratorilor de culoare ale probelor de mere
pentru diferite metode de uscare. Parametrii de culoare s-au schimbat in timpul procesului
de uscare. Valorile parametrului L* in cazul probelor uscate sunt mai mari in comparatie cu
valorile L*o ale probelor proaspete, ceea ce inseamna ca feliile de mere uscate sunt mai
deschise la culoare decat cele proaspete. Luminozitatea (L*) a crescut pentru toate probele
in ambele metode de uscare, cu valori maxime inregistrate de 59,2% pentru CD, in timp ce
pentru uscare IR cresterea a fost de 68,4% fata de probele control. Procesul de uscare a dus
sila o scadere a raportului rosu/verde (a*). Valorile acestui parametru de culoare au scazut
o data cu cresterea temperaturii de uscare. Scaderea valorii a* a probelor uscate se poate
datora pierderii substraturilor din reactiei Maillard (zahir si unii pigmenti solubili) (Izli et
al, 2014). Pe de alta parte, probele de felii de mere infuzate cu extract de hibiscus au
prezentat o culoare rosie placuta oferita de antociani prezentati in extractul de Hibiscus
sabdariffa (Hernandez-Carranza et al., 2022). Temperatura agentului de uscare are influenta
asupra parametrului galben/albastru (b*). O crestere a parametrului b* a fost observata
numai pentru probele martor (pentru ambele metode de uscare) comparativ cu proba
proaspata. In cazul probelor infuzate cu extract de hibiscus valorile acestui parametru de
culoare au Inregistrat o usoara scadere. Acest lucru poate aparea din cauza modificarilor
proprietatilor structurale ale tesutului feliilor de mar. Valorile modificarilor totale ale culorii
(AE), parametru cheie utilizat pentru studiul calitatii produsului in timpul procesului de
uscare, arata cat de mult s-a schimbat culoarea produsului uscat fata de cel proaspat. Aceste
modificari sunt determinate de transferul simultan de caldura si masa care au loc la
suprafata si in interiorul produsului si depind de temperatura agentului de uscare si viteza
acestuia. Valorile AE au fost similare si au variat de la 13,71 + 1,28 la 25,79 + 1,24 pentru
probele CD sidela 16,97 £+ 2,02 la 29,16 + 0,97 pentru feliile de mere uscate IR.

Potrivit Kidon si Grabowska (2021), valorile AE mai mari decat 1 confirma ca exista
diferente vizibile pentru ochiul uman. Metoda de uscare si temperatura de uscare au avut un
efect important asupra intensitatii culorii (C*), nuantei de culoare (h*), indicelui de alb (WI)
si indicelui de galben (YI) pentru snack-urile din mere (Tabelul 6.4.). Un alt indicator
important pentru reactia de imbrunare este indicele de imbrunare (BI), care este un factor
semnificativ In procesele de Imbrunare enzimatice si neenzimatice. Valoarea BI pentru feliile
de mere proaspete a fost de 109,54 * 2,19. Pe baza datelor obtinute, este evident ca
temperatura aerului, viteza si timpul de uscare au o influenta asupra parametrilor de culoare
a feliilor de mere uscate. In general, efectul inhibitor al extractului de Hibiscus este vizibil
pentru proba proaspatd, cu o scadere a Bl de la 109,54 + 2,19 la merele proaspete tdiate la
89,58 + 1,39 pentru probele infuzate.
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Tabel 6.4. Parametrii de culoare ai probelor de felii de mere proaspete si uscate (Stan (Boldea) si colab. 2025)

Strategii inovative de reducere a gradului de imbrunare enzimatica la prelucrarea merelor in produse cu

Parametrii de

culoare/ L* a* b* AE C* h* BI WI YI
Codificare*
Felii de mere proaspete
Co 37,21+0,828 19,19 + 0,368 19,69 £ 0,374 - 27,67 £ 0,294 46,08+ 0,478 109,54 +2,194 31,45+0,764 75,63 =
0,834
CHo 52,37 £1,62A 35,52+ 0,864 18,61 + 0,354 - 18,92 + 0,398 79,61+0,76A 89,58 + 1,398 - -
Uscare prin convectie in aer cald
C_50_CD 43,55+1,15¢%  12,18+0,91¢ 29,58+ 0,514 13,71+1,28% 32,01 +0,20% 68,28 +1,208> 125,53 + 3,354 35,11 +(,92¢0 97,06 +
0,964a
C_60_CD 59,25 +1,154b 9,08 + 0,56Pb 28,44 + 11,0540 2579 + 1,244 29,41 +£1,298b 72,34 +1,194 75,00 +5,23%® 49,48 +1,514b 68,62 +
3,728b
C_70_CD 53,50 + 0,69Bb 6,90 * 0,59bp 2293 +0,868> 20,67 +1,548> 23,95+0,98  73,26+0,86% 64,28 +4,43Da 47,69 + 1,048> 61,26 +
3,01¢
C_50_CDH 38,05+0,89P2 26,18+ 0,724 17,24 +1,14Ca 17,18 + 31,35+£1,18%  33,33+1,17¢@ 106,27 + 3,83Bb - -
0,6458¢b
C_60_CDH 42,73 +1,17¢  21,12+1,1482 15,55+ 0,69¢ 17,60 + 26,23 +1,32BCa 36,37 £ 0,262 79,45 + 4,23Ca - -
1,238¢a
C_70_CDH 37,09+0,86P»  23,16+1,1082 16,36 +0,62¢@ 19,80+0,71Ba  28,37+0,5582 3759+ 0,43% 100,42 + 3,808 - -
Uscare prin infrarosu
C_50_IR 53,82 £ 0,938 8,26 + 0,53Pb 28,08 £0,428> 21,59 £0,9082 29,27 + 0,538Cb 73,95+ (,3142 82,530,800 45,32 +0,54C 74,54
0,754b
C_60_IR 62,66+ 1,244  10,28+0,76%@ 30,75+ 1,074 29,16+0,974 32,371,328  71,82+1,0980 77,63 +3,34¢@ 50,53 + 0,848 70,10 =
1,918a
C_70_IR 62,07 + 1,474a 7,60 + 0,67Pa 26,62 +0,5982 28,29+ 1474 27,67 +0,540a  7361+0,68% 63,76+ 1,820 53,03 +£1,024a 61,27 +
0,80¢a
C_50_IRH 3569 +0,76P» 26,00+ 1,1342 16,54 +1,066 19,36+ 1,58C 30,82 + 1,244 3248+ 1,72 110,68 £ 6,774 - -
C_60_IRH 44,13 +1,26% 21,27 +0,9082 14,60+ 0,96P> 16,97 +2,02P> 25,80+ 1,20°> 34,46 £ 1,15¢> 73,59 + 4,01¢Pb - -
C_70_IRH 38,03 +£1,79pa  22,20+1,01B»  16,37+0,33¢%@ 19,72+1,41C¢ 27,59+ 1,01¢P> 36,42 +0,70°%® 96,18 + 6,19Bb - -

* Co-Proba de felii de mere proaspete, CHo proba de felii de mere proaspete infuzate cu extract de Hibiscus sabdariffa, C_CD felii de mar
uscate prin metoda convectiei in aer cald, C_CDH felii de mar infuzate cu extract de Hibiscus sabdariffa uscate prin metoda de convectie,
C_IR felii de mar uscate prin medota infrarosu, C_IRH-felii de mar infuzate in extract de Hibiscus sabdariffa uscate prin metoda infrarosu.
In cadrul unui set de experimente la diferite metode de uscare, valorile de pe aceeasi coloana care nu prezinti aceeasi litera superscript
sunt semnificativ diferite la p < 0,05; In cadrul unui set de experimente la aceeasi temperatura de uscare, pentru probele cu si fird infuzare,

valorile de pe aceeasi coloana care nu prezinta aceeasi litera mica sunt semnificativ diferite la p < 0,05 pe baza testului Tukey
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La uscare se poate observa din Tabelul 6.4. c3, indiferent de metoda, la uscare la
50°C BI creste, datorita Imbrunarii enzimatice care are loc in timpul tdierii si pregatirii
probelor. In probele martor, BI scade semnificativ, datoriti inactivirii partiale a PFO si PRO.
In cazul probelor infuzate, Bl-ul scade la uscare intre 50°C si 60°C si creste la 70°C, probabil
datorita efectului temperaturii asupra antocianilor, inducand polimerizarea si/sau
copolimerizarea, favorizand astfel imbrunarea neenzimatica.

6.4.4. Analiza texturala

Textura este una dintre cele mai importante caracteristici pentru snacks-uri datorita
senzatiei deosebite produse de sfairamarea lor in timpul masticatiei. Acest lucru este asociat
cu fermitatea si crocanta. Valorile parametrilor texturali sunt prezentate in Tabelul 6.5.
Ambii parametri sunt influentati de tratamentul de uscare si de procesul de infuzare. Prin
urmare, pentru CD s-a constatat o scadere semnificativa (p<0,05) odata cu cresterea
temperaturii, de la 6,21+0,44 N, la uscare la 50°C la 4,74+0,57 N la 70°C. Probele infuzate au
prezentat o fermitate semnificativ mai scazuta (p<0,05), care a scazut panadla 2,70 £ 0,40 N
la uscare la 70°C (Tabelul 6.5). Pentru uscare IR, valorile corespunzatoare la toate
temperaturile au fost mai mici in comparatie cu uscarea CD. Mai mult, valorile pentru
crocantd au crescut o data cu cresterea temperaturii pentru toate probele uscate. Probele
tratate prin CD au prezentat valori semnificativ mai mari (p<0,05) pentru feliile infuzate in
extract de hibiscus, de la 9,40 + 0,55 la 17,60 + 0,55 la uscare la 70°C, in timp ce probele
control IR si probele infuzate uscate prin IR au prezentat valori semnificativ mai mari in
comparatie cu CD. Cea mai mare valoare pentru crocanta a atins valoarea de 34,60 + 1,14
(Tabelul 6.5). Xiao si colab. (2018) au explicat acest comportament ca urmare a unei rate
limitate de migrare a apei la suprafata tesutului, ceea ce duce la o crusta tare si uscata la
suprafata. Prin urmare, infuzia feliilor de mere in extract de Hibiscus sabdariffa a determinat
o scadere a fermitatii cu 10-30% si o crestere a crocantei cu 50-70%.

Tabel 6.5. Proprietatile texturale ale snacks-urilor din mere (Stan (Boldea) si colab. 2025)

Fermitate, N Crocanta
Snacks din
Metodade Temperatura, . mere infuzate Snacks din mere infu-
uscare °C Sni‘i::edm in extractde Hi-  Snacks din mere zate in extract de Hi-
biscus sabdar- biscus sabdariffa
iffa
50 6,21 +0,44% 5,05+ 0,874 4,60 £ 0,55¢ 15,00+ 1,418b
CD 60 5,57 & 3,94 + 0,55A8a 6,00 + 0,718b 16,20 + 0,84A8b
0,204Ba
70 4,74 +0,578 2,70 + 0,408 9,40 + 0,554b 17,60 + 0,554b
50 5,35+ 0,482 4,86+ (0,394a 14,00 + 1,008 19,40 + 0,54¢Ca
IR 60 4,90 £ 3,06+0,7248 15,80 + 0,844 29,20 + 1,308
0,6248a
70 3,99 + 0,258a 2,13 +0,518Ba 17,80 + 0,844 34,60+ 1,144

In cadrul unui set de experimente, mediile pe aceeasi coloani care nu au o literd superscripti sunt
semnificativ diferite la p < 0,05 pe baza testului Tukey.
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6.4.5. Raportul de rehidratare, raportul de contractie si aria snacks-urilor

Pentru produsele uscate, un parametru de calitate cuprinzator este reprezentat de
raportul de rehidratare (RR). Acest parametru este influentat de conditiile de uscare si de
compozitia produsului (Shewale si Hebbar, 2017). In cazul produselor uscate, o valoare
ridicata a capacitatii de rehidratare are o puternica asociere cu o reabsorbtie mai mare a apei
siacest aspectarata o deteriorare minora a structurii produsului (Yi etal,, 2016). Rezultatele
experimentale pentru RR ale probelor de felii de mere uscate la diferite temperaturi si
metode de uscare sunt prezentate in Figura 6.3. RR a probelor de felii de mere a crescut o
datd cu cresterea temperaturilor de uscare. In primele 5 minute, valorile RR ale tuturor
probelor de felii de mere (probele martor si probe infuzate) au fost mai mari pentru ambele
metode de uscare. RR al probelor uscate in IR atinge valoarea maxima (3,75 * 0,16 pentru
probele martor si 4,88 £ 0,14 pentru probele infuzate) dupa 40 de minute comparativ cu
probele CD, unde RR a atins valoarea maxima dupa 50 de minute (3,71 + 0,13 pentru probele
martor si 40 min (5,01 + 0,14 pentru probele infuzate in extract de hibiscus). Rezultate
similare au fost obtinute de Zhu si colab,, (2022) pe chips-uri de mere uscate prin diferite
metode de uscare. Din rezultatele obtinute se poate observa ca raportul de rehidratare al
feliilor de mar infuzate cu extract de Hibiscus sabdariffa a prezentat valori mai mari,
comparativ cu probele martor.
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Figura 6.3. Raportul de rehidratare al feliilor de mere uscate (a - felii de mere uscate prin
convectie si infrarosu, b - felii de mere infuzate cu extract de Hibiscus sabdariffa uscate convectiv si
in infrarosu (Stan (Boldea) si colab. 2025)

Raportul de contractie (SR) al probelor de felii de mere uscate in diferite conditii de
uscare este prezentat in Figura 6.4. Raportul de contractie al probelor de felii de mere a
variat o data cu cresterea temperaturii si a timpului de uscare. Valoarea maxima a SR pentru
ambele metode de uscare a fost stabilita la o temperatura de 70 °C (84,11 * 1,41 % pentru
CD si 86,13 = 1,61 % pentru uscare IR) pentru probele martor, in timp ce pentru feliile
infuzate in extract de Hibiscus sabdariffa valoarea maxima de SR a fost stabilita la 50°C (85,68
+ 1,68 % pentru CD si 81,13 + 1,81% pentru uscare IR).

76



Strategii inovative de reducere a gradului de imbrunare enzimatica la prelucrarea
merelor in produse cu functionalitate ridicata

©
S o o o

BN W A O D N ®©
o & o o

SRaport de contractie (SR), %
o

o

50

100

150

200
Timp, min

a)

250

300

350

400

Raport de contractie (SR), %

90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

—e—C_50_CDH
—e—C_60_CDH
C_70_CDH
—e—C_50_IRH
C_60_IRH
C_70_IRH

50 100 150 200 250 300 350 400
Timp, min

b)

Figura 6.4. Raportul de contractie al feliilor de mere uscate (a - felii de mar uscate prin convectie si
infrarosu, b - felii de mere infuzate cu extract de Hibiscus sabdariffa uscate convectiv si in
infrarosu) (Stan (Boldea) si colab. 2025)

Temperatura ridicata de uscare creste viteza de difuzie a umiditatii, imbunatatind
textura si microstructura probelor de felii de mere. Valorile raportului de contractie obtinute
au fost in intervalul de 70 pana la 90%, valori caracteristice de obicei pentru fructe si legume
(Alaei si Chayjan, 2014). Rezultate similare au fost raportate de Alaei si colab,, (2018) pentru
felii de gutui folosind uscare sub vid in infrarosu si Wang si colab. (2018) pentru felii de
lamaie folosind uscare in vid cu impulsuri.

Aria a fost masurata pentru a identifica modificarile de dimensiune in functie de
diferitele temperaturi si metode de uscare. Suprafata feliilor de mere uscate, pentru ambele
metode de uscare, a inregistrat o usoara scadere. Valorile suprafetei finale a probelor pentru
CD au variat intre 3.40-10-3 m2 si 6.01:10-3 m2, in timp ce pentru uscare IR valorile ariei au
variat intre 3.91:10-3 m2 si 6.12-10-3 m2. Cetin si colab,, (2019) au indicat rezultate similare
pentru feliile de mere din soiul Red Chief folosind diferite conditii de uscare (temperatura si
timpul de uscare, grosimea feliei).

6.4.6. Analiza senzoriala

Analiza senzoriald a permis evaluarea urmatorilor parametri senzoriali: aspect,
culoare, gust, aroma, duritate, crocanta si acceptabilitate generala. Din Tabelul 6.6. se poate
observa ca pentru aspect nu s-au observat diferente statistice (p<0,05), cu exceptia probei
martor IR si a probelor infuzate uscate la 50°C. Culoarea a primit cele mai mari punctaje
pentru probele infuzate cu extract de hibiscus, datorita efectului de colorare al antocianilor.
Gustul a fost apreciat cu punctaj in jur de 6, in timp ce probele uscate IR si infuzate cu hibiscus
au primit punctaje mai mari. Conform analizei texturale, panelistii au evaluat cu valori mai
mici duritatea probelor infuzate, in comparatie cu martorul, In timp ce crocanta a primit
punctaje mai mari pentru probele infuzate, uscate prin ambele metode la 70°C. Cele mai mari
punctaje pentru acceptabilitatea generala au fost obtinute pentru probele uscate la 70°C.
Avand in vedere rezultatele mentionate mai sus, probele martor si infuzate uscate la 70°C cu
ambele metode au fost alese pentru profilarea cromatografica. Indicele de acceptabilitate
(Tabel 6.7) a prezentat valori mai mari de 70%, considerat ca un prag minim pentru o
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caracteristica de calitate, cele mai scazute valori fiind inregistrate pentru crocanta. Au fost
obtinute valori mai mari pentru probele uscate la 70°C, indiferent de metoda. Cu toate
acestea, atunci cand uscarea in infrarosu a fost aplicata la 70°C, indicele de acceptabilitate a
variat de la 87% pentru culoare la 96% pentru acceptabilitatea generala. Avand in vedere
acceptabilitatea generala, feliile infuzate obtinute prin CD au prezentat o valoare mai mica
(87%) in comparatie cu feliile IR corespunzatoare (96%). Snacks-urile obtinute prin uscare
la temperatura de 70°C sunt prezentate in Figura 6.5.

Figura 6.5. Snacks-uri din mere martor (a) si infuzate in extract de hibiscus (b) obtinute prin
convectie In aer cald (A) si infrarosu (B) la temperatura de 70°C
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Tabel 6.6. Analiza senzoriald a probelor de felii de mere proaspete si uscate (Stan (Boldea) si colab. 2025)

Carac_te_:ristici/ Aspegt exte- Culoare Gust Aroma Duritate Crocanti Acceptabilivtate
Codificare* rior ’ generala
Snack-suri obtinute prin uscare prin convectie in aer cald
C_50_CD 6,40+0,524 5,700,678 6,40+0,524 6,20+0,63% 4,80+0,42% 3,40+0,52°52 5,60+0,5282
C_60_CD 6,40+0,52" 5,10+0,3252 6,400,524  6,10+0,88"B2 5,20+0,42% 3,60+0,7082 6,40+0,52%
C_70_CD 6,40+0,52" 5,70+0,82782 6,40+0,52" 6,20+0,79% 5,00+0,674 3,70+0,8252 6,40+0,52%
C_50_CDH 6,40+0,524 4,90+0,8852 5,70+0,4852 5,20+0,7982 3,40+0,52°52 3,40+0,52°52 4,10%0,74%
C_60_CDH 6,60+0,52" 6,40+0,52" 6,400,524  6,10+0,74"B2 3,90+0,7452 3,50+0,7152 5,10+0,5752
C_70_CDH 6,40+0,52" 6,10+0,574 6,20+0,42”8%  570+0,6745 5,50+0,71% 5,20+0,63" 5,20+0,6352
Snack-suri obtinute prin uscare prin infrarosu
C_50_IR 5,90+0,88"82 5,30+0,48% 6,500,532 6,40+0,70% 4,30+0,6752 3,70+0,48PF 5,90+0,748¢2
C_60_IR 6,40+0,52" 5,40+0,52" 6,40+0,52" 6,10+0,88" 5,20+0,42% 4,10+0,74¢P? 6,00+0,474BC2
C_70_IR 6,50+0,53" 6,10+0,88" 6,40+0,52" 6,40+0,524 5,50+0,53* 5,10+0,74482 6,60+0,52/82
C_50_IRH 5,40+0,52B2 5,600,524 6,500,532 6,60+0,5242 3,700,675 3,30+0,48% 5,70+0,82¢
C_60_IRH 6,40+0,524 5,60+0,70% 6,40+0,524 6,10+0,88" 5,20+0,42% 4,50+0,538¢ 6,20:+0,424BC2
C_70_IRH 6,50+0,53" 6,10+0,88" 6,40+0,52" 6,40+0,52" 5,50+0,53" 5,60+0,52" 6,70+0,48"

* Co-Proba de felii de mere proaspete, CHo proba de felii de mere proaspete infuzate cu extract de Hibiscus sabdariffa, C_CD felii de
mar uscate prin metoda convectiei in aer cald, C_CDH felii de mar infuzate cu extract de Hibiscus sabdariffa uscate prin metoda de convectie,
C_IR felii de mar uscate prin medota infrarosu, C_IRH-felii de mar infuzate 1n extract de Hibiscus sabdariffa uscate prin metoda infrarosu.
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Tabel 6.7. Indicele de acceptabilitate a caracteristicilor senzoriale ale snacks-urilor din mere

Caracteristicd/ Aspect exte- Culoare Gust Aroma Duritate Crocanti Acceptabilitate
Codificare* rior ’ generala
Snacks-uri obtinute prin uscare prin convectie in aer cald
C 50 CD 91,43 81,43 91,43 88,57 96,00 85,00 93,33
C_60_CD 91,43 85,00 91,43 87,14 86,67 72,00 91,43
C_70_CD 91,43 81,43 91,43 88,57 83,33 74,00 91,43
C_50_CDH 91,43 81,67 95,00 74,29 85,00 85,00 82,00
C_60_CDH 94,29 91,43 91,43 87,14 78,00 70,00 85,00
C_70_CDH 91,43 87,14 88,57 81,43 91,67 86,67 86,67
Snacks-uri obtinute prin uscare prin infrarosu
C_50_IR 84,29 88,33 92,86 91,43 86,00 92,50 84,29
C_60_IR 91,43 90,00 91,43 87,14 86,67 82,00 85,71
C_70_IR 92,86 87,14 91,43 91,43 91,67 85,00 94,29
C_50_IRH 90,00 93,33 92,86 94,29 74,00 82,50 81,43
C_60_IRH 91,43 80,00 91,43 87,14 86,67 90,00 88,57
C_70_IRH 92,86 87,14 91,43 91,43 91,67 93,33 95,71

* Co-Proba de felii de mere proaspete, CHo proba de felii de mere proaspete infuzate cu extract de Hibiscus sabdariffa, C_CD felii de
mar uscate prin metoda convectiei in aer cald, C_CDH felii de mar infuzate cu extract de Hibiscus sabdariffa uscate prin metoda de convectie,
C_IR felii de mar uscate prin medota infrarosu, C_IRH-felii de mar infuzate 1n extract de Hibiscus sabdariffa uscate prin metoda infrarosu.
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6.4.7. Activitatea antioxidanta a snacks-urilor din mere

Activitatea antioxidanta a snacks-urilor din mere este redata in Tabelul 6.8.
Contributia infuziei cu polifenoli din extractul de hibiscus poate fi observata atunci cand se
compara activitatea antioxidanta a martorului (78,46 + 1,49 uMol/g DW) cu a probelor
infuzate cu hibiscus (93,13 = 0,96 uMol/g DW). La uscare, datorita eliminarii si concentrarii
apei, activitatea antioxidanta a tuturor probelor creste semnificativ (p<0,05) panala 2626,10
+ 28,17 uMol/g DW pentru probele uscate prin CD la 70°C. In general, se observa o tendinti
de crestere in proba martor, in timp ce la proba infuzata s-a constatat o tendinta sinusoidala,
Aceste tendinte pot fi explicate prin profilul de degradare mai rapid al antocianilor de pe
suprafetele feliilor de mere odata cu cresterea temperaturii.

Tabel 6.8. Activitatea antioxidanta a snacks-urilor din mere (Stan (Boldea) si colab. 2025)

Codificare probe* Activitate antioxidanta,
uMol/g DW
Snacks-uri din mere obtinute prin uscare convectiva
C_50_CD 2531,81 +13,918b
C_60_CD 2622,58 + 12,244a
C_70_CD 2631,59 + 6,234a
C_50_CDH 2628,19 + 23,5944
C_60_CDH 2372,86 + 15,07¢b
C_70_CDH 2503,05 + 22,1082
Snacks-uri din mere obtinute prin uscare prin infrarosu
C_50_IR 2564,02 + 7,9548a
C_60_IR 2554,39 + 22,64B8cb
C_70_IR 2626,10 + 28,174a
C_50_IRH 2498,19 + 6,18¢
C_60_IRH 2430,66 + 41,06Da
C_70_IRH 2527,82 + 4,508¢a

* C_CD felii de mar uscate prin metoda convectiei in aer cald, C_CDH felii de mar infuzate cu extract de
Hibiscus sabdariffa uscate prin metoda de convectie, C_IR felii de mar uscate prin medota infrarosu, C_IRH-felii
de mar infuzate 1n extract de Hibiscus sabdariffa uscate prin metoda infrarosu.

6.4.8. Profilul cromatografic al gustarilor din mere uscate la 70°C

Profilul polifenolilor probelor este prezentat in Tabelul 6.9. Dupa cum se poate
observa, snacks-urile obtinute prin cele doua metode au prezentat o serie de compusi
comuni, la concentratii diferite. Acesti compusi sunt cafestol, acid galic, catechina, acid
protocatecuic, acid clorogenic, epicatehina, acid ferulic, rutina, quercetin 3-diglucozida,
naringin, quercetin 3-glucozid, hesperidin, quercitin si quercetin dihidrat si luteolina,
Probele infuzate se diferentiaza prin prezenta unor compusi specifici din extractul de
Hibiscus, cum ar fi acid siringic, galat de epicatechina, kuromanin, acid sinapic, peonidin 3-0-
glucozid si peonidin 3-0O-rutinozid si acid elagic. Indiferent de metoda si probe, cafestolul a
fost compusul principal, cu cea mai mica concentratie in probele martor uscate cu CD
(104297,62+125,03 ng/g DW) si cea mai mare in probele infuzate uscate prin IR la 70
(127814,24+111,56 ng/g DW). Catechina, epicatechina si acidul protocatecuic au urmat din
punct de vedere al concentratiei.
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Tabel 6.9. Profilul polifenolic al snacks-urilor din mere (Stan (Boldea) si colab. 2025)

Compus (ug/g DW) C 70 CD C 70 CDH C 70 IR C 70 IRH
Cafestol 104297,62+125,03P 109029,33+101,118 107155,88+99,23¢ 127814,24+111,564
Acid galic 08,54+2 98P 205,46+7,628 108,77+3,04¢ 291,94+11,12A
Catehina 1315,74+11,24° 5838,95+10,015 2125,93+18,72¢ 8629,44+102,23»
Acid protocatehuic 323,02+8,078 348,59+6,054 324,35+4,358 350,69+7,06%
Acid clorogenic 64,59+1,118 67,22+1,2248 65,32+3,08" 70,04+1,044
Epicatehina 645,63+7,648 729,31+9,074 685,94+11,988 758,67+11,75*
Acid siringic Nd 7,771,077 Nd 8,45+0,95”
Epicatehin galat Nd 26,04+0,99* Nd 20,81+1,06"
Acid ferulic 4,70+0,99% 5,06+0,894 5,03+0,58% 4,93+0,94
Rutina 5,71+1,01¢ 6,88+1,038 6,08+0,76° 7,21+0,994
Kuromanin Nd 11,87+1,128 Nd 13,88+1,11~
Acid sinapic Nd 1,44+0,458 Nd 2,97+0,34A
Quercetin 3-diglucozid 20,92+2 03P 29,9642 548 25,31+6,77°¢ 32,90+1,06%
Naringina 21,36+2,01¢ 43,19+3,218 23,70+3,12¢ 63,39+2,384
Quercetin 3-glucozid 18,50+2,05¢ 29,95+1,878 19,27+1,39¢ 31,92+1,384
Peonidin 3-O-glucozid Nd 47,35+3,878 Nd 49,44+1,074
Acid elagic Nd 39,86+1,034 Nd 40,68+2,03»
Hesperidina 178,92+7,65° 236,765,058 175,11+3,78¢ 262,23+6,714
Peonidin 3-O-rutinozid Nd 227,25+9,788 Nd 236,26+7,56"
Quercitina 36,77+2,07¢ 37,95+1,118 36,99+3,33¢ 38,04+1,08~
Quercetin dihidrat 19,26+1,22¢ 20,85+1,128 20,29+1,118 22,38+0,76”
Luteolina 10,19+0,54¢ 10,41+0,56¢ 11,67+0,978 13,26+0,78*

C_70_CD - snacks-uri obtinute prin uscare convectiva in aer cald la 70°: C_70 CDH - snacks-uri infuzate n extract de Hibiscus sabdariffa
obtinute prin uscare convectiva in aer cald la 70°;

C_70_IR- snacks-uri obtinute prin uscare in infrarosu in aer cald la 70°: C_70 CDH - snacks-uri infuzate in extract de Hibiscus sabdariffa
obtinute prin uscare in infrarosu la 70°; Literele superscripte (A-D) indica diferente semnificative statistic intre esantioane cu p < 0,05 pe baza
testului Tukey.
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Pentru toate probele s-au gasit diferente semnificative (p<0,05) intre CD si IR. Din

datele prezentate rezulta clar ca infuzia in extract de hibiscus a determinat o crestere a
concentratiilor de compusi biologic activi. Diferentele dintre cele doua metode, cu
identificarea unei concentratii mai mari de compusi in probele IR, se datoreaza probabil
reducerii timpului de uscare concomitent cu o cantitate mai mare de apa evaporata.

6.5. CONCLUZII PARTIALE

Rezultatele obtinute in cadrul acestui capitol au permis elaborarea urmatoarelor

concluzii partiale:

A.

Tindnd cont de tendinta de crestere a consumului de snacks-uri, ca optiuni viabile
intre mese, studiul actual s-a concentrat pe testarea a doua metode alternative de
uscare a merelor cu si fara infuzie in extract de Hibiscus, care este bogat in
polifenoli si In special antociani. Scopul infuziei In extracte polifenolice a fost
reducerea gradului de oxidare enzimatica a polifenolilor, imbunatatind culoarea
si valoarea antioxidanta a produselor rezultate. Aerul convectiv si uscarea in
infrarosu au fost utilizate pentru obtinerea gustdrilor din mere, permitand
estimarea modelului cinetic si a parametrilor cinetici pentru uscare.

Modelul Page a aratat cea mai buna potrivire pentru descrierea pe baze cinetice a
parametrilor de uscare, in timp ce parametrii cinetici au aratat o crestere a
difuzivitatii efective a umiditatii pentru probele infuzate, in timp ce uscarea in
infrarosu a permis estimarea unor valori mai mici atat pentru probele martor cat
si pentru probele infuzate. Valorile energiilor de activare au aratat o dependenta
mai mare de temperatura pentru probele uscate in infrarosu.

Snacks-urile din mere infuzate au prezentat o valoare mai mare a parametrului a*,
coroborata cu o buna apreciere senzoriala a culorii, in timp ce ceilalti indicatori
colorimetrici au evidentiat prezenta reactiilor de imbrunare enzimatica si
neenzimatca cu un nivel mai scazut in probele infuzate. Indicele de imbrunare
depinde in mare masura de prezenta extractului de Hibiscus ca potential inhibitor
precum si de temperaturd, ca indicator al reactiilor Maillard.

Probele infuzate au aratat o fermitate mai mica, dar o crocanta crescuta. Raportul
de rehidratare a atins o valoare mai mica pentru probele uscate in infrarosu dupa
40 de minute.

Raportul de contractie a crescut o-data cu temperatura pentru ambele metode de
uscare si a fost mai mare pentru probele infuzate obtinute prin uscare convectiva
cu aer si mai mic pentru uscare in infrarosu.

Snacks-urile din mere au prezentat o activitate antioxidanta semnificativ mai
mare, cu o tendinta crescuta pentru proba de control si o tendinta sinusoidala
pentru proba infuzata cu cresterea temperaturii. Probele uscate la 70°C au
prezentat un profil polifenolic comun, in timp ce noi compusi au fost identificati in
probele infuzate, Principalul compus a fost cafestolul, cu cea mai mare
concentratie In probele uscate in infrarosu.

Rezultatele noastre sugereaza ca atat probele martor cat si cele infuzate pot fi
utilizate ca vectori pentru compusi cu rol functional.
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Capitolul 7. CONCLUZII FINALE

Datorita continutul ridicat de compusi fenolici, marul este Tnalt susceptibil la
imbrunarea enzimatica, ceea ce reduce din acceptabilitatea consumatorilor. Datorita
impactului sau economic enorm asupra industriei alimentare, inhibarea imbrunarii
enzimatice cauzata de polifenoloxidanza in produsele alimentare a fost investigata pe
scarad larga, iar intelegerea procesului de imbrunarea enzimatica este necesara pentru a
stabili strategii innovative de control eficient si pentru a obtine produse de inalta calitate,
acceptate pentru consumatori.

Studiile efectuate in teza de doctorat intitulata Strategii inovative de reducere a
gradului de imbrunare enzimatica la prelucrarea merelor in produse cu functionalitate
ridicatd au permis obtinerea unor rezultate care sustin rolul inhibitor al compusilor
polifenolici asupra polifenoloxidazei din mar si constituie instrumente valoroase si
complementare la intelegerea procesului de imbrunarea enzimatica din perspectiva
dezvoltarii de produse cu functionalitate ridicata, usor acceptabile de catre consumatori.

Astfel:

A. Utilizand tehnici complementare, a fost elaborat un amplu studiu de elucidare a
mecanismelor de inhibare a polifenolilor din extractele optimizate si validate din
Hibiscus, evidentiindu-se mecanismele de legare si principalele forte implicate in
procesele de legare. Polifenoloxidaza a fost separate si purificata din mere, pentru
care s-a stabilit parametrii optimi de activitate (pH 6,5 si 25°C pentru o
concentratie a pirocatecolului de 0.3 Mol). S-au utilizat metode de optimizare a
conditiilor de extractie a polifenolilor din Hibiscus, parametrii de extractie fiind
validati la 30% etanol, 25°C pentru o durata de extractie de 30 de min. Extractul
validat a prezentat un amplu profil bioactiv, fiind identificati 47 de compusi
polifenolici. Parametrii de inhibare au aratat potentialul compusilor fenolici din
extractul de hibiscus de a minimiza activitatea polifenoloxidazei, cu maxim 50%
din activitatea enzimatica initiala. Parametrii de inactivare termica au evidentiat
stabilitatea ridicata la procesarea termica, inhibarea polifenoloxidazei cu extract
de hibiscus echivaland cu un tratament termic la 95°C cu o mentinere de 20 min.
Tehnicile complementare de andocare si spectrosopie de fluorescenta au
demonstrat ca enzima prezinta doua situsuri de legare pentru polifenoli, fiind
evidentiata capacitatea catehinei, cafestolului si a acidului galic de legare la
situsurile enzimei. S-a sugerat c3, in intervalul de temperatura de la 25 la 60°C,
interactiunile dintre enzima si compusii biologic activi din extractul de hibiscus
sunt determinate de interactiuni hidrofobe, in timp ce la o temperatura mai mare,
interactiunile sunt spontane si implica legaturi van der Waals si de hidrogen.

B. Metoda de infuzie a bucatilor de mere in extractul apos de Hibiscus a fost utilizata
ca strategie de inhibare a polifenoloxidazei, cu posibilitatea de dezvoltare a mai
multe tehnologii de obtinere a unor produse functionale.

C. Intr-o prima etapd au fost dezvoltate tehnologii de obtinere a produselor gelifiate
din mere infuzate in extract de hibiscus, in care s-a variat continutul de zahar
adaugat, pentru a raspunde unei game cat mai largi de cerinte ale consumatorilor,
in special in ceea ce priveste consumul de zahar. Au fost produse 4 variante de
produse gelifiate din mere, care au prezentat variatii semnificative ale
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continutului de polifenoli, si in special antociani, datorita fenomelor complexe de
gelifiere care implica factori ca prezenta zaharului, pectinei si a pH-ului. Probele
au prezentat o culoare bruna, specific produselor gelifiate, ceea ce presupune ca
antocianii din extractul de hibiscus au participat la reactii de polimerizare si
copolimerizare sau, in produse, prelaventa reactiilor Maillard a fost mai mare. De
mentionat este faptul ca, In ansamblu, caracteristicile de calitate masurate ale
produselor gelifiate au permis evidentierea preferintelor panelistilor pentru
produse cu un adaos sau fara adaos de zahar.

Bauturile racoritoare au fost obtinute prin infuzie in extract apos de calix de
hibiscus, cu adaos de enzime, un amestec de pectinaze, hemicelulaze si 3-glu-
canaze, care sa conduca la cresterea randamentului de extractie a sucului. Au fost
raportate randamente superioare de extractie a sucului de mere la utilizarea
preparatelor enzimatice. Tratamentul de pasteurizare a determinat o scadere a
continutului de antociani in sucurile cu infuzie de extract de hibiscus. Continutul
de polifenoli si activitatea antixodanta au avut valori mai mari in sucurile infuzate,
in timp ce tratamentul termic nu a influentat semnificativ continutul in compusi
polifenolici si in consecinta a activitatii antioxidante. La depozitare, s-a inregistrat
o scadere a continutului de compusi biologic active, cu impact asupra activitatii
antioxidante, dar cu valori mai mari pentru bauturile obtinute prin infuzie.
Tescovina rezultata de la presarea/centrifugarea sucurilor a fost valorificata prin
inoculare cu Lactobacillus casei, evidentiindu-se capacitatea polifenolilor din
merele infuzate de a stimula activitatea metabolica a bacteriilor pentru o perioada
de 30 de zile de depozitare la temperatura de 4°C.

Au fost utilizate doua procedee de uscare (uscare convective in aer cald si uscarea
in infrarosu) pentru obtinerea de snacks-uri din mere infuzate in extract de
hibiscus. Au fost testate mai multe modele pentru descrierea cineticii de uscate,
modelul cel mai adecvat fiind modelul Page. Au fost inregistrate diferente
semnificative intre parametrii de uscare atat pentru metodele de uscare, cat si
intre probele martor si cele infuzate, In general, uscarea in infrarosu a condus la
timpi mai scurti de uscare.

Rezultatele obtinute au aratat ca cresterea temperaturii de uscare ar putea
accelera difuzia umiditatii atunci cand feliile de mere au fost uscate la temperatura
mai mare. in general, snacks-urile infuzate au prezentat o culoare rosie, plicut3,
nuanta care a fost apreciata si de catre panelisti. Probele uscate prin convectie au
prezentat o crocanta mai scazuta comparativ cu probele uscate prin infrarosu.
Raportul de hidratare al probelor uscate in infrarosu a atins valoarea maxima
dupa 40 de minute comparativ cu probele uscate prin convectie, unde raportul de
hidratare a atins valoarea maxima dupi 50 de minute. In general, raportul de
rehidratare al feliilor de mar infuzate cu extract de Hibiscus sabdariffa a prezentat
valori mai mari, comparativ cu probele martor. Raportul de contractie al probelor
de felii de mere a variat o data cu cresterea temperaturii si a timpului de uscare.
Valoarea maxima pentru ambele metode de uscare a fost stabilita la o temperatura
de 70 °C pentru probele martor, in timp ce pentru feliile infuzate in extract de
Hibiscus sabdariffa valoarea maxima a fost stabilita la 50°C.
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Cele mai mari punctaje pentru acceptabilitatea generala au fost obtinute pentru
probele uscate la 70°C, in special pentru probele uscate prin infrarosu. Snacks-
urile au prezentat valori apreciabile ale activitatii antioxidante, in timp ce profilul
cromatografic a evidentiat prezenta cafestolului, acidului galic, catechina, acid
protocatecuic, acid clorogenic, epicatehina, acid ferulic, rutina, quercetin 3-
diglucozida, naringina, quercetin 3-glucozidul, hesperidina, quercitina si
quercetina dihidrat si luteolina in probele martor. Aditional, probele infuzate au
mai continut si acid siringic, galat de epicatechina, kuromanin, acid sinapic,
peonidin 3-0-glucozid si peonidin 3-O-rutinozid si acid elagic. Cafestolul a fost
identificat in concentratii ridicate.
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Capitolul 8. CONTRIBUTII ORIGINALE SI PERSPECTIVE DE

CONTINUARE A CERCETARILOR

Teza de doctorat intitulata Strategii inovative de reducere a gradului de imbrunare

enzimatica la prelucrarea merelor in produse cu functionalitate ridicatd constituie o
cercetare originald, care permite parcurgerea unor stadii de cercetare si aplicative,
vizand stabilirea unor strategii de reducere a gradului de Imbrunare enzimatica la
prelucrarea merelor si obtinerea de produse (produse gelifiate, suc, pudre, snacks-uri) cu
functionalitate ridicata, prin imersare in extract apos de hibiscus, oferind multiple
beneficii pentru sandtate, dar si avantaje comerciale prin potentiale reduceri ale
pierderilor in lantul alimentar.

Contributiile originale ale tezei de doctorat deriva din urmatoarele aspecte:

v

Elucidarea mecanismelor de inhibare manifestate de compusii biologic activi din
clasa polifenolilor asupra polifenoloxidazei extrase din mere, prin tehnici
complementare. Testarea si compararea rezultatelor pentru identificarea
efectului inhibitor al compusilor biologic activi din extractul de caliciu de Hibiscus
asupra polifenoloxidazei din mar concomitent cu studiul cineticii de inactivare
termica.

S-a sugerat ca extractul de Hibiscus are capacitatea de a inhiba aproximativ 50%
din activitatea polifenoloxidazei, ceea ce permite elaborarea unor recomandari
referitoare la combinarea efectului chimic cu cel fizic, prin tratament termic la
temperature moderate, pentru inhibarea totala a enzimei.

Obtinerea de informatii utile pentru utilizarea inhibitorilor polifenolici in
prevenirea Imbrundrii enzimatice prin coroborarea tuturor datelor obtinute la
extractie, optimizare, validare, caracterizare interactionald;

Stimularea activitatii metabolice in cazul tescovinei obtinute la procesarea
merelor este similara proprietatilor prebiotice;

Caracterizarea avansata a probelor obtinute infuzate in extract apos de caliciu de
Hibiscus prin diferite tehnici spectrofotometrice si cromatografice pentru
profilarea fitochimica detaliata;

Studiul parametrilor cinetici de uscare la uscarea convectiva in aer cald si in
infrarosu permitand optimizarea modelului cinetic de uscare pentru obtinerea
snacks-urilor din mere;

In ceea ce priveste perspectivele de continuare a studiilor de cercetare se prevad

urmatoarele:

v

Testarea si altor extracte provenite din diferite matrici bogate In compusi biologic
activi, cum ar fi de exemplu tescovinelor rezultate din industria de vinificatie
pentru capacitatea de inhibare a polifenoloxidazei din mere si alte fructe si
legume;

Extinderea studiului, la nivel individual sau interactional, asupra peroxidazei din
mere si alte fructe pentru reducerea fenomenului de imbrunare enzimatica in
lantul fructelor si legumelor.

Dezvoltarea si a altor produse alimentare cu grad redus de imbrunare enzimatica
si cu functionalitate extinsa, prin utilizarea de extracte valoaroase obtinute din
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produse fara valoare economica si reintegrarea acestora in produse cu valoare
adaugata;

v' Testarea potentialului prebiotic al tescovinei obtinute la presarea merelor si
utilizarea acestuia la dezvoltarea de produse noi cu functionalitate ridicata (cum
ar fi, de exemplu, bauturile fermentate);

v’ Stabilirea conditii optime de pastrare a produselor rezultate din teza de doctorat
pentru stabilirea optima a durabilitatii minimale.

Capitolul 9. DISEMINAREA REZULTATELOR. LISTA
PUBLICATIILOR

Diseminarea rezultatelor cercetarilor efectuate pe parcursul studiilor doctorale
s-a concretizat prin publicarea sau comunicarea unor lucrari stiintifice, astfel:
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