UNIVERSITATEA TEHNICA A MOLDOVEI

Cu titlul de manuscris
CzZU.
665.347.8:[634.743+634.17+582.734.4](043)

POPOVICI VIOLINA

STABILIZAREA ULEIURILOR VEGETALE CU COMPUSI
BIOLOGIC ACTIVI DIN SURSE REGENERABILE

253.06 Tehnologii biologice si chimice in industria alimentara

Teza de doctor 1n stiinte ingineresti

Conducator stiintific: STURZA Rodica
dr. hab., prof. univ.

Comisia de indrumare: DESEATNICOVA Olga
dr., prof. univ.

GHENDOV-MOSANU Aliona
dr.hab., conf. univ.

BAERLE Alexei
dr., conf. univ.

Autor: POPOVICI Violina

CHISINAU 2022



© Popovici Violina, 2022



CUPRINS
ADNOTARE

AHHOTALIUS
ANNOTATION

LISTA TABELELOR
LISTA FIGURILOR
LISTA ABREVIERILOR
INTRODUCERE

1. EVOLUTIA STABILITATII OXIDATIVE Al ULEIURILOR VEGETALE SI A FRACTIEI
LIPIDICE DIN ALIMENTE COMPLEXE

1.1.  Stabilitatea oxidativa ai uleiurilor vegetale
1.2.  Mecanismul oxidarii lipidelor

1.3.  Influenta factorilor chimici asupra stabilitatii uleiurilor vegetale
1.3.1. Compozitia acizilor grasi din uleiuri vegetale
1.3.2. Acizi grasi liberi si mono- si diacilgliceroli
1.3.3. Metalele
1.3.4. Fosfolipidele
1.4. Influenta factorilor fizici asupra stabilitatii uleiurilor vegetale
1.5.  Influenta factorilor tehnologici asupra stabilitétii uleiurilor vegetale
1.6.  Influenta compusilor biologic activi asupra stabilitatii oxidative a uleiurilor vegetale
1.6.1. Influenta antioxidantilor de sinteza asupra procesului oxidarii lipidice
1.6.2. Influenta unor compusi bioactivi naturali asupra procesului oxidarii lipidice
1.7.  Stabilitatea oxidativa a uleiurilor vegetale in alimente complexe si impactul lor asupra calitatii
1.8.  Concluzii la capitolul I
2. MATERIALE SI METODE
2.1.  Materiale utilizate pentru cercetare
2.1.1. Caracteristica materiei prime vegetale
2.1.2. Reagenti si consumabile
2.2.  Metodologia de obtinere a extractelor din fructe de padure

2.3.  Metode fizico-chimice pentru determinari analitice

11

13

14

21

22

27
28
28
29
30
30
32
34
35
36
44
47
48
48
48
51
52
53



2.3.1. Continutul de acid L-ascorbic

2.3.2. Identificarea produsilor oxidarii lipidice

2.4. Indicatori de calitate ai uleiurilor vegetale

2.5

. Metode de cercetare a extractelor liposolubile

2.6.  Parametri de calitate a produselor alimentare complexe

2.6.1. Determinarea activitatii antioxidante a compusilor biologic activi in conditiile
digestiei gastro-intestinale in vitro

2.6.2. Analiza senzoriald a produselor alimentare

2.7.  Prelucrarea statistica a datelor experimentale

2.8
3.

. Concluzii la capitolul 1T

CERCETAREA CARACTERISTICILOR FIZICO-CHIMICE SI A POTENTIALULUI

ANTIOXIDANT A EXTRACTELOR LIPOSOLUBILE

L
32
3.3.
3.4.
3:5:

4.

Caracteristici fizico-chimice a extractelor liposolubile

Cercetarea stabilitatii oxidative a uleiurilor cu extracte liposolubile pe parcursul stocarii
Cercetarea intensitatii de formare a produselor oxidarii lipidice

Evolutia cantitativa a produsilor oxidarii lipidice

Concluzii la capitolul 111

TEHNOLOGII DE FABRICARE A PRODUSELOR COMPLEXE PE BAZA DE

EXTRACTE LIPOSOLUBILE SI PUDRA VEGETALA DIN FRUCTE

4.1

. Tehnologia de fabricare a sosului cu continut sporit de lipide imbogdtit cu extracte

liposolubile din pudra de fructe

4.2.

4.3.

4.1.1. Analiza senzoriald a sosului in prezenta extractelor de catina, paducel si macese
4.1.2. Cercetarea indicatorilor de calitate si a stabilitatii oxidative a sosului Iimbogatit cu
extracte liposolubile
Tehnologia de fabricare a bomboanelor cu pudra din fructe de padure
4.2.1. Analiza senzoriala a bomboanelor cu adaos din pudra din fructe
4.2.2. Cercetarea indicatorilor de calitate si a stabilitdtii oxidative a bomboanelor imbogatite
cu pudra din fructe de padure
4.2.3. Analiza continutului de carotenoide in bomboane cu pudra din fructe
4.2.4. Activitatea antioxidantd a bomboanelor in conditiile digestiei gastro-intestinale i vitro
Tehnologia de fabricare a gogosilor cu pudra din fructe de padure
4.3.1. Analiza senzoriald a gogosilor cu pudra din fructe de padure

43.2. Cercetarea indicatorilor de calitate a gogosilor imboggtite cu pudra din fructe de padure

53
53
55
56
58
59

59
60
60
61

61
65
70
90
95
96

96

97
98

100
101
102

103
104
106
107
108



4.3.3. Evaluarea indicilor de culoare a gogosilor cu pudra de fructe de padure
4.3.4. Activitatea antioxidanta a gogosilor in conditiile digestiei gastro-intestinale in vitro
4.4. Tehnologia de fabricare a mini-checurilor cu pudrd din fructe de padure
4.4.1. Analiza organoleptica a mini-checurilor cu pudra din fructe
4.4.2. Cercetarea indicatorilor de calitate a mini-checurilor Tmbogatite cu pudra din fructe
de padure
4.5.  Concluzii la capitolul IV
CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI
BIBLIOGRAFIE
ANEXE

112
114
116
117
118

122
123
126
146



ADNOTARE

Popovici Violina: Stabilizarea uleiurilor vegetale cu compusi biologic activi din surse regenerabile, teza de
doctor 1n stiinte ingineresti, Chisinau, 2022.

Structura tezei: constd din introducere, 4 capitole, concluzii si recomandari, bibliografie cu 291 titluri, 3
anexe. Textul de baza contine 112 pagini, inclusiv 41 figuri si 38 de tabele. Rezultatele obtinute sunt publicate
in 23 lucrari stiintifice.

Cuvinte-cheie: ulei vegetal, extract liposolubil, stabilitate oxidativa, alimente complexe, calitate.

Scopul lucrarii: constd in elucidarea modificarilor chimice care au loc pe parcursul oxidarii lipidice,
stabilizarea uleiurilor vegetale si evaluarea impactului extractelor liposolubile asupra stabilitdtii oxidative a
produselor alimentare complexe prin optimizarea tehnologiei de fabricatie.

Obiectivele cercetarii prevad: obtinerea extractelor liposolubile din surse vegetale regenerabile autohtone,
determinarea indicatorilor de calitate, parametrilor cromatici si activitatea antioxidantd; elaborarea
tehnologiilor de fabricare a unor produse alimentare complexe; determinarea indicatorilor de calitate,
parametrilor cromatici, biodisponibilitatea compusilor biologic activi si activitatea antioxidanta.

activi din surse regenerabile de cdtind, paducel, macese, identificarea conditiilor optime de obtinere a extractelor
liposolubile din surse vegetale autohtone cu potential antioxidant sporit; argumentarea posibilitatii de utilizare a
extractelor liposolubile si pudrelor vegetale autohtone pentru obtinerea unor produse alimentare complexe.
Rezultatele principale: S-a demonstrat ca pe parcursul depozitarii uleiului vegetal se desfasoara procesul de
autooxidare a lipidelor si s-a constatat ca se formeaza peste 60 de aldehide cu masa moleculard mica. S-a
argumentat posibilitatea de utilizare a compusilor biologic activi din surse vegetale regenerabile de origine
autohtona pentru obtinerea extractelor liposolubile cu potential antioxidant sporit; a fost elucidata influenta
extractelor liposolubile asupra stabilitatii oxidative a uleiurilor vegetale; s-a determinat activitatea
antioxidantd, parametrii cromatici CIELab, indicatorii de calitate a extractelor liposolubile; au fost obtinute
informatii stiintifice noi despre mecanismul si dinamica formarii produsilor oxidarii lipidice pe parcursul
proceselor oxidative; au fost elaborate tehnologii de fabricare a unor alimente complexe cu determinarea
indicatorilor de calitate; a fost evaluata stabilitatea oxidativa in timp a produselor alimentare complexe
obtinute si s-a constatat ca pudra vegetala asigura potentialul antioxidant necesar pentru a incetini procesele
oxidative si de alterare a grasimilor din componenta produselor complexe.

Semnificatia teoretica: Pentru prima data a fost elaborata metodologia de stabilizare a uleiurilor vegetale din
surse regenerabile autohtone; au fost obtinute uleiuri cu extracte liposolubile din surse vegetale autohtone cu
potential antioxidant sporit; a fost aplicatd spectrometria de masa tandem pentru stabilirea dinamicii de
formare a produsilor oxidarii lipidice.

Valoarea aplicativi: Au fost propuse si realizate procedee de obtinere si stabilizare a uleiurilor vegetale; tehnologii
de fabricare a unor alimente complexe. A fost obtinut 1 brevet de inventie si inaintata 1 cerere de brevet de inventie.
Implementarea rezultatelor stiintifice: Rezultatele cercetérilor au fost implementate la SRL "Rose Line",

Taul, Donduseni.



AHHOTANUA

HonmoBuy Buommna: Crabwmammisi pacTUTENBHBIX  Macen OHONOTMYeCKd aKTHBHBIMH —COSMHEHHSIME 13
BO300HOBJISIEMBIX UCTOUYHHKOB, JIOKTOPCKAS JICCEPTAIMS TI0 TEXHUYECKMM HayKam, Kuimres, 2022.

CrpykTypa amMccepTaly; COCTOMT W3 BBEJCHMS, 4 IJIaB, BBIBOJIOB M pEKOMeHIaimy, Oubimorpaduu w3z 291
WCTOMHUKOB, 3 mpuiioxkeHus. OCHOBHOM Tekcr cozeputr 112 crpanun, 41 pucyHkoB u 38 tabmui,. [lomyueHHbie
PE3yIIBTATHI OIyOIMKOBAHbI B 23 HAYYHBIX CTATHSX.

KiroueBble ¢J10Ba: pacTUTENEHOE MACIIO, AKUPOPACTBOPUMBIN SKCTPAKT, OKUCIIUTEIbHAST CTAOWTHHOCTh, KOMILICKCHBIC
TIVITIEBBIC TIPOAYKTHI, TIOKA3aTeNH Ka4ecTBa.

b uccepTalMu: COCTONT B BBIICHEHHH XMMAYECKIX M3MEHEHUH, TPOFCXOISIIMX BO BPEMsI OKUCIICHHS JIUTTHIOB,
CTAOWIM3AIMN PACTUTEIILHBIX MACEl U OLICHKE BO3JICHCTBUS JKMPOPACTBOPHMBIX SKCTPAKTOB HA OKUCIUTEIBHYIO
CTaOWJIBHOCTD CJIOKHBIX MUILEBBIX IPOJTYKTOB ITyTEM ONTUMU3ALMU TEXHOIOTHH IPOU3BOJICTBA.

B 3amaum ucciieioBaHus1 BXOUIT: TIOyYeHHE SKUPOPACTBOPUMBIX SKCTPAKTOB M3 BO3OOHOBIISIEMBIX PACTHTENTBHBIX
WICTOYHMKOB MECTHOTO TIPOMCXOKIIEHUSI, ONperesieHHe MX TOKa3aresiell KadecTBa, XPOMATHYECKUX TapaMeTpoB H
AHTHOKHCIIMTEIIBHOM  aKTUBHOCTH; pa3pabOTKa TEXHOJIOTHI TPOM3BOJCTBA CIIOMKHBIX IHIIIEBBIX POIYKTOB;
OTIpeZieNieHre VX TTOKa3aTesIed KauecTBa, XPOMATHYECKUX MapaMerpoB, OMOMOCTYITHOCTH OHMOJIOTMYECKH aKTUBHBIX
COEIMHEHUI Y aHTHOKHCIIUTEIIBHON aKTUBHOCTH.

Hayynasi HOBM3HA W OPWUIMHAILHOCTH 3AKJTIOYAIOTCS B OOOCHOBAHMM HCIIONB30BaHUS OMOTIOTMYECKH AKTUBHBIX
COSMIMHEHNI W3 BO30OHOBISIEMBIX WCTOYHHMKOB (OOMErmxy, OOSPBIIIHIKA, MMIIOBHUKA), OMPEAEICHHN ONTAMATHHBIX
YCTIOBUH TIONYYEHWsT SKAPOPACTBOPUMBIX OKCTPAKTOB M3 MECTHBIX PACTUTENIGHBIX HCTOYHUKOB C TIOBBIIICHHBIM
AHTUOKHCIIUTEIIBHBIM  TIOTCHIMATIOM;, apIyMEHTAIMM HICTIONB30BAHMSI JKAPOPACTBOPHUMBIX SKCTPAKTOB M PACTUTEIBHBIX
TIOPOILIKOB JIJIsI TIOJTyYeHHS CIIOMKHBIX ITHILIEBBIX TIPOJTYKTOB.

OcHoBHBIE pe3yJIbTaThI: JI0Ka3aHo, UTO MPY XpaHEHHH PACTUTENIHHOTO Macia TIPOMCXOIUT TIPOLIECC CAMOOKHCIICHHS 1
YCTAHOBJICHO, 4YTO oOpasyetcsi Oonee 60 HUBKOMOJICKYTSIPHBIX alTbaeriioB. OOOCHOBaHA BOMOXKHOCTD HCTIONB30BAHHST
OMOJIOTVMECKN aKTUBHBIX COCIVHEHHMI M3 BO30OHOBIEIEMBIX PACTUTEIIHHBIX MCTOYHHMKOB MECTHOTO TPOWCXOMKICHHSI IS
TIOJTy4YEHUsT YKMPOPACTBOPUMBIX SKCTPAKTOB C TIOBBIIICHHBIM AHTHOKHCIMTEIFHBIM TIOTEHIIMATIOM; BBIICHEHO BIMSHHE
JKUPOPACTBOPUMBIX IKCTPAKTOB HA OKUCIMTEIIBHYFO CTAOWIBHOCTD PACTUTEITBHBIX MACEJT; ONpPE/IEIICHa AHTUOKUCTMTEITBHAS
AKTUBHOCT, Xpomarndeckrie napametpbl CIELab, nokazareny kauectsa >KMpopacTBOPUMBIX IKCTPAKTOB; OTYHUEHbI HOBBIC
Hay4HBIE CBE/ICHHS O MEXaHH3ME 1 JITHAMUKE 00pa30BaHISI ITPOIYKTOB OKHCIICHHS JIMTTHIOB TPH OKHUCTMTETHHBIX MPOLIECCaX;
Ppa3paboTaHbI KOMIDIEKCHBIE TEXHOMOTVH TPOM3BOJICTRA ITHITIEBBIX IPOIYKTOB 1 ONPENIESIHBI FIX MOKa3aTelTH Ka4ecTBa.
Teoperuyeckasi 3HAYNMOCTB: BIICPBBIC pa3pabOTaHA METOAMKA CTAOWIM3AlMM PACTHTENIBHBIX Macell U3
BO300HOBJISIEMBIX HCTOUHUKOB MECTHOT'O MPOMCXOKIICHIST; MOTYYEHBI MACIIa C YKUPOPACTBOPUMBIMHU KCTPAKTAMH M3
MECTHBIX PaCTHTEIIHHBIX ICTOYHHUKOB C TIOBBIIIIEHHBIM aHTHOKCHIAHTHBIM TIOTEHIIMATIOM; BIIEpPBbIE TAH/IEMHAsT Macc-
CIIEKTPOMETPHsI ObLj1a KCTIONb30BaHA /ISl YCTAHOBJICHHS IMHAMUKY 00pa30BaHKs! IPOYKTOB OKUCIICHUS JTUTTHJIOB.
Ipuxnagnoe 3navenue: [IpeioxeHbl W BBINOMHEHBI MIPOIEIYPHI MOMYYSHNUS! W CTAOWIIM3AlN PACTUTEHHBIX
MaceJT; CJI0YKHBIE TEXHOJIOTHH MPOM3BOJICTBA MUILEBBIX MPOAYKTOB. [loimyden | mareHT u 1 3asBKy Ha MaTeHT.

Buepenue HayyHbIX pe3y ibTaToB: Pesynbrarsi uccnenoBanuii BHepeHsl Ha OO0 «Rose Liney, T. Lays, JloHroImaHbL..



ANNOTATION

Popovici Violina: Stabilization of vegetable oils with biologically active compounds from renewable sources,
doctoral thesis, Chisinau, 2022.

Thesis structure: consists of introduction, 4 chapters, conclusions and recommendations, bibliography with
291 titles 3 annexes. The basic text contains 112 pages, including 41 figures and 38 tables. The obtained
results are published in 23 scientific papers.

Key-words: vegetable oil, lipophilic extract, oxidative stability, complex foods, quality

The purpose of the work: consists in elucidating the chemical changes that take place during lipid oxidation,
stabilizing vegetable oils and evaluating the impact of lipophilic extracts on the oxidative stability of complex
foods by optimizing manufacturing technology.

The research objectives include: obtaining lipophilic extracts from local renewable plant sources,
determining quality indicators, chromatic parameters and antioxidant activity; elaboration of technologies for
manufacturing complex food products; determination of quality indicators, chromatic parameters,
bioavailability of biologically active compounds and antioxidant activity.

The scientific novelty and originality consists in arguing the possibility of using bioactive compounds from
renewable sources of sea buckthorn, hawthorn, rosehip, identifying the optimal conditions for obtaining
lipophilic extracts from local plant sources with increased antioxidant potential; arguing the possibility of
using lipophilic extracts and local vegetable powders to obtain complex foods.

Main results: It was shown that the autoxidation process that takes place during storage of vegetable oil and
are formed more than 60 low molecular weight aldehydes. It was argued the possibility of using biologically
active compounds from renewable plant sources of local origin to obtain lipophilic extracts with increased
antioxidant potential; the influence of lipophilic extracts on the oxidative stability of vegetable oils was
elucidated; the antioxidant activity was determined, the CIELab chromatic parameters, the quality indicators
of the lipophilic extracts; new scientific information has been obtained on the mechanism and dynamics of
the formation of lipid oxidation products during oxidative processes; complex food manufacturing
technologies have been developed to determine quality parameters; the oxidative stability over time of the
complex foods obtained was evaluated and it was found that the plant powder provides the antioxidant
potential necessary to slow down the lipid oxidation in the composition of the complex products.
Theoretical significance: For the first time, the methodology for stabilizing vegetable oils from local
renewable sources was developed; oils with lipophilic extracts were obtained from local plant sources with
increased antioxidant potential; For the first time, tandem mass spectrometry was used to establish the
dynamics of the formation of lipid peroxidation products.

Applicative value: Procedures for obtaining and stabilizing vegetable oils have been proposed and performed;
complex food manufacturing technologies. 1 patent was obtained and 1 patent application was registered.
Implementation of scientific results: The research results were implemented at LTD "Rose Line", Taul,

Donduseni.
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Act de testare si implementare a fructelor de macese

Brevet de inventie nr. 1506, din 2020.03.05.

Cerere de brevet de inventie de scurta durata, nr. intrare 2225, data intrare

2021.07.29 (hotardre pozitiva)
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AA
CPC
CPM
CPP
BHA
BHT
BPC
BPM
BPP
CHH
CID
DAD
DC si TC
DDA
ELC
ELM
ELP
FT-MS

GPC
GPM
GPP
HNE
HPLC

IA
IP
LC-MS/MS

LPP
MS2
oxPC
oxPE
PC
PE
PM
PUFA
SEC
SEM
SEP
GAE
HPSA
ppm
RT

LISTA ABREVIERILOR

activitate antioxidanta

mini-chec cu pudra de catina

mini-chec cu pudra de méacese

mini-chec cu pudra de paducel

hidroxianisol butilat

hidroxitoluen butilat

bomboane cu pudra de catina

bomboane cu pudra de méacese

bomboane cu pudra de paducel
7-(Dietilamino)-cumarin-3-carbohidrazida

disociere indusa de coliziune (eng. collision induced dissociation)
detector cu matrice de fotodiode (eng. diode-array detector)
diene si triene conjugate, u.c.

achizitie dependenta de date (eng. Data Dependent Acquisition)
extract liposolubil de catina

extract liposolubil de mécese

extract liposolubil de paducel

spectrometrie de masa transformare Fourier (eng. Fourier transform mass
spectrometry)

gogosi cu pudra de catina

gogosi cu pudrd de macese

gogosi cu pudra de paducel

hidroxinonenal

cromatografia lichida de inalta performanta (eng. High Performance Liquid
Cromatography)

indice de aciditate, mgKOH/g

indice de peroxid, mehivO2/kg

cromatografie lichida — spectrometrie de masa tandem (eng. Liquid Chromatography
with tandem mass spectrometry)

produsi ai oxidarii lipidice (eng. lipid peroxidation products)
spectrometrie de masa tandem ( eng. tandem mass spectrometry)
fosfatidilcolind oxidata

fosfatidiletanolamina oxidata

fosfatidilcolina

fosfatidiletanolamina

proba martor

acizi gragi polinesaturati (eng. polyunsaturated fatty acids)

sos cu extract de catina

sos cu extract de macese

sos cu extract de paducel

echivalent de acid galic (eng. gallic acid equivalents)
capacitatea de inhibare a peroxidului de hidrogen

parti pe milion sau parti milionimi

timp de retentie (eng. retention time)
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INTRODUCERE

Motivatia alegerii subiectului. Dezvoltarea continud a societatii, globalizarea afecteaza
inevitabil industria alimentara si procesul de producere a alimentelor. Alimentele de inalta calitate
sunt obtinute prin procedee complexe, iar totalitatea proceselor la care sunt supuse influenteaza atat
negativ cat si pozitiv produsul finit, ceea ce ar duce la modificarea calitatii acestora. Cauza majora
care duce la deteriorarea alimentelor este oxidarea (Siro et al., 2008; Kaur et al., 2011).

Oxidarea reprezintd un proces chimic prin care are loc modificarea acizilor grasi,
aminoacizilor si vitaminelor, in urma cdruia sunt afectate caracteristicile organoleptice si
nutritionale a alimentelor. Lipidele sunt principalele componente supuse oxidarii, in urma careia
are loc reducerea calitatii produsului alimentar (Ghorbani Gorji et al., 2016; Caleja et al., 2017).

Oxidarea lipidelor din alimente este un proces complex care este influentat de diversi
factori asa ca: structura chimica a alimentului; starea fizica; cantitatea si calitatea substantelor cu
rol antioxidant din aliment; modul de procesare, ambalare si conditiile de pastrare a alimentului.

Una din strategiile actuale folosite in industria alimentara cu scopul de a inhiba procesul
de oxidare a lipidelor reprezinta utilizarea antioxidantilor (Popovici et al., 2019d). Substantele
antioxidante reprezintd substante care prelungesc durata de pastrare a produselor alimentare prin
a le proteja de diverse modificari care apar in urma procesului de oxidare .

Actualitatea si importanta temei abordate. In prezent, odati cu dezvoltarea societitii,
cresterea necesitatilor consumatorilor in domeniul industriei alimentare, apare necesitatea de a
imbunatati calitatile senzoriale si organoleptice a produselor alimentare, obtinerea unor produse
alimentare cu valoare biologica sporita, stabilitate oxidativa si microbiologica; produse alimentare
sigure si cu un termen optim de pastrare.

O preocupare permanentd a industriei alimentare moderne consta 1n asigurarea unui termen
de pastrare optim pentru produsele alimentare. Una din cauzele principale ale degradarii
alimentelor complexe precum sunt produsele de patiserie (biscuiti, napolitane, produse cu crema)
consta in oxidarea complexului lipidic (Zahn et al., 2013; Patrignani et al., 2015; Ghorbani et al.,
2016). Lipidele prezinta o fractie usor alterabild a alimentelor, deci durata si conditiile de pastrare
a acestora depind, in mare masura, de natura si concentratia lor. Drept consecinte ale acestui
fenomen, cauzat de degradarea unor constituenti fragili ai fractiei lipidice din alimente, pot fi
aparitia unui miros ranced, modificarea culorii, iar in unele cazuri si a texturii alimentelor, ceea
ce influenteazad negativ calitdtile senzoriale ale alimentelor (Anguelova et al., 2000). Valoarea
nutritionald a alimentelor supuse degradarii oxidative a fractiei lipidice poate fi, de asemenea,

afectatd intr-o masura considerabila. Dar cel mai important risc il constituie ingerarea produselor
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oxidarii lipidice, deoarece acestea prezinta riscuri toxicologice enorme, iar in cazul utilizarii pe un
termen mai lung pot provoca aparitia unor patologii degenerative ca arterioscleroza, cancerul s.a.
In materialele biologice lipidele sunt protejate de oxidare prin prezenta antioxidantilor si a
membranelor celulare, care diminueaza accesul oxidantilor spre fractiile fragile (Ghorbani et al.,
2016). In alimente complexe diminuarea impactului oxidarii lipidice poate fi asigurat doar cu
ajutorul ambalajelor adecvate si a antioxidantilor, care blocheaza propagarea sau descompunerea
hidroperoxizilor si se manifestd prin inhibarea procesului de oxidare. Produsele alimentare
complexe fabricate industrial contin, de reguld, antioxidanti de origine sintetica (galat de propil —
E-311 sau de octil — E-312; butilhidroxianizol (BHA) — E-320, s.a.), iar efectul acestora asupra
sanatatii umane nu este tocmai benefic.

In prezent in Uniunea Europeand, producitorii urmiresc posibilitatea de a inlocui
substantele sintetice cu cele naturale. O posibilitate sigura si eficientd ar fi utilizarea compusilor
biologic activi extrasi din sursele naturale de origine vegetala.

Fructele de padure sunt bogate in antioxidanti, vitamine si substante minerale importante
din punct de vedere nutritional (Roman et al., 2013) . In prezenta cercetare s-au studiat in special
fructele de catina, paducel si macese, care prezintda un concentrat natural de vitamine (C, P, B1, B,
E, K), carotenoide, acid folic, izoramnetol, acizi grasi nesaturati si fitosteroli, acid nicotinic, ulei
volatil etc. (Cretu et al., 2005).

Cercetarile privind valorificarea fructelor de padure si obtinerea extractelor liposolubile
sunt in continud dezvoltare, asa cum acestea prezintd un potential ingredient bogat in compusi
biologic activi pentru produsele alimentare functionale. Asocierea fructelor de padure cu
prevenirea afectiunilor cardiovasculare si cancer este argumentate prin continutul bogat de
antioxidanti (carotenoide, vitamina C) si fitonutrienti (Puupponen-Pimii et al., 2002; Lougas,
2006; Halliwell, 2009).

Extractele naturale de origine vegetald sunt o buna alternativa pentru aditivii alimentari
sintetici, de asemenea imbogatind valoarea nutritivi a produsului alimentar (Rasooli, 2007;
Pasqualone et al., 2015; Caleja et al., 2017). Au fost obtinute produse de patiserie, produse
alimentare din carne, lactate cu adaos de extracte naturale din plante aromatice, condimente, pudra
din fructe (Reddy et al., 2005; Bajaj et al., 2006; Shah et al., 2014; Caleja et al., 2015b; 2015a;
2017). in prezent tot mai multi producitori din Industria Alimentara tind si inlocuiasca aditivii
alimentari sintetici cu substante naturale, componenti biologic activi obtinuti din resurse naturale
de origine vegetald care sa prezinte stabilitate si sa fie sigure pentru consum.

Aferent prezentei lucrari, au fost efectuate mai multe cercetari privind evaluarea stabilitatii

oxidative a extractelor liposolubile cat si a produselor alimentare functionale cu continut lipidic sporit
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in cadrul Universitatii Tehnice din Moldova cat si in alte laboratoare dotate in acest scop (Haritonov
et al., 2018; Ghendov-Mosanu et al., 2020a; 2020b; Sturza et al., 2020; Sandulachi et al., 2021).

Scopul si obiectivele cercetarii consta in elucidarea modificarilor chimice care au loc pe
parcursul oxidarii lipidice, stabilizarea uleiurilor vegetale si evaluarea impactului extractelor
liposolubile asupra stabilitatii oxidative a produselor alimentare complexe prin optimizarea
tehnologiei de fabricatie.

Obiectivul general al lucrarii constd in constd in aprecierea stabilitatii uleiurilor vegetale
in dependentda de compusi chimici care se formeaza in procesul de oxidare lipidelor, stabilizarea
uleiurilor vegetale si evaluarea impactului extractelor liposolubile asupra stabilitatii oxidative a
produselor alimentare complexe prin optimizarea tehnologiei de fabricatie.

Pentru realizarea acestui scop au fost propuse urmatoarele obiective specifice:

e Analiza mecanismelor de oxidare lipidica a uleiurilor vegetale, inclusiv determinarea
modificarilor chimice care au loc pe parcursul oxidarii lipidice in alimente complexe.

e Elaborarea tehnologiei de obtinere a extractelor liposolubile din fructe de catina, paducel
si macese; caracterizarea compozitiei chimice si a parametrilor cromatici CIElab.

e Stabilizarea uleiurilor vegetale cu extracte liposolubile de catind, paducel si macese.

e Elaborarea tehnologiilor de obtinere a unor produse alimentare complexe cu adaos de
extracte liposolubile si pudre vegetale din catina, paducel si macese.

e Caracterizarea complexului de compusi bioactivi din produse alimentare complexe
fortificate; evaluarea activitatii antioxidante in conditiile digestiei in vitro.

e Optimizarea tehnologiei de fabricatie a produselor alimentare complexe in baza
caracteristicilor lor fizico-chimice si senzoriale.

e Evaluarea influentei extractelor liposolubile asupra stabilitatii oxidativd in timp a
produselor alimentare complexe cu continut lipidic sporit.

Ipoteza cercetirii consta in faptul cd uleiurile vegetale si produsele alimentare cu continut
lipidic sporit pot fi stabilizate contra procesului de oxidare pe baza aplicarii compusilor biologic
activi din surse naturale.

Sinteza metodologiei de cercetare si justificarea metodelor de cercetare alese. Pentru
realizarea lucrdrii au fost aplicate metode fizico-chimice clasice si de inalta performanta. Pentru
caracterizarea extractelor liposolubile au fost aplicate: indicatori fizico-chimici de calitate, analiza
cromatografica HPLC. Capacitatea antioxidantd a fost determinatd pentru extractele obtinute

(metode DPPH, HPSA), si pentru produsele complexe elaborate. A fost aplicatd metoda de
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spectrometrie tandem (LC-MS/MS) pentru identificarea produsilor oxidarii lipidice, pentru
cercetari in situ, au fost utilizate metode senzoriale, fizico-chimice si spectroscopia UV/Vis.
de utilizare a compusilor biologic activi din surse regenerabile de catina, paducel, macese,
identificarea conditiilor optime de obtinere a extractelor liposolubile din surse vegetale autohtone
pudrelor vegetale autohtone pentru obtinerea unor produse complexe. Aceastd problema a fost
solutionata prin realizarea urmatoarelor cercetari:
e s-ademonstrat cd pe parcursul depozitarii uleiului de floare soarelui se desfasoara procesul
de autooxidare lipidelor prin formarea si descompunerea hidroperoxizilor si formarea
compusilor secundari de oxidare, predominant formarea aldehidelor cu diversd masa
moleculard. S-a constatat ca pierderea calitatii a uleiului de floare soarelui se desfasoard in
timp in urma formarii circa 60 de aldehide cu masa moleculara mica;
e s-a argumentat posibilitatea de utilizare a compusilor biologic activi din surse vegetale
regenerabile de origine autohtond pentru obtinerea extractelor liposolubile cu potential
antioxidant sporit;
e a fost elucidata influenta extractelor liposolubile asupra stabilitatii oxidative a uleiurilor
vegetale si s-a determinat activitatea antioxidanta, parametrii cromatici CIELab, indicatorii de
calitate a extractelor liposolubile;
e s-a argumentat teoretic si experimental potentialul antioxidant sporit a pudrelor vegetale
din surse vegetale autohtone si a extractelor liposolubile obtinute prin determinarea
indicatorilor de calitate, activitdtii antioxidante si parametrilor cromatici CIELab.
e au fost obtinute informatii stiintifice noi despre mecanismul si dinamica formarii
produsilor oxidarii lipidice pe parcursul proceselor oxidative.
e au fost elaborate tehnologii de fabricare a produselor complexe cu potential antioxidant

sporit pentru stabilizarea oxidativa a alimentelor.

Semnificatia teoretica: Pentru prima dati a fost elaboratd metodologia de stabilizare a
uleiurilor vegetale din surse regenerabile autohtone; au fost obtinute uleiuri cu extracte liposolubile
din surse vegetale autohtone cu potential antioxidant sporit; pentru prima data a fost utilizata
spectrometria de masa tandem pentru stabilirea dinamicii de formare a produsilor oxidarii lipidice.

Lucrarea a fost efectuatd in baza cercetarilor si experientei acumulate la realizarea

urmdtoarelor proiecte nationale si internationale:
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IntelWastes 2SOFT/1.2/83 INTELLIGENT VALORISATION OF AGRO-
INDUSTRIAL WASTES (2020-2022).

20.80009.5107.09 Ameliorarea calitatii si sigurantei alimentelor prin biotehnologie si
inginerie alimentara (2020-2023).

19.80012.51.09A Produse functionale obtinuti prin valorificarea agentilor naturali de
textura si carotenoide (2019).

18.51.07.01A_PS Diminuarea contaminarii materiei prime si produselor alimentare cu
microorganisme patogene (2018-2019).

COST CA Action CA 15136 European Network to advance carotenoid research and
applications in agro-food and health (EUROCAROTEN) (2018-2020).

Bursa de Excelentd a Federatiei Mondiale a Savantilor. Proiect "The antioxidant
capacity of local berries lipophilic extracts of sea buckthorn (Hippophae), rosehip (Rosa Canina),
hawthorn (Crataegus)", FMS (iunie 2019 - mai 2020).

Bursa Erasmus+ Proiect "Evaluation of oxidized Phosphatidylethanolamine and
Phosphatidylcholine plasmalogens", Institutul de Chimie Bioanaliticd, Facultatea de Chimie si
Minerologie, Universitatea Leipzig, Germania (octombrie 2020 - februarie 2021).

Valoarea aplicativa a lucrarii:
e In baza rezultatelor experimentale obtinute au fost elaborate procedee de obtinere a
extractelor liposolubile din surse vegetale regenerabile;
e Au fost elaborate tehnologii de fabricare a urmatoarelor alimente complexe:
- Sos cu continut lipidic sporit pe baza de extracte liposolubile din cdtina, macese si paducel;
- Mini-checuri cu pudra din catina, paducel si macese;
- Gogosi cu pudra din catind, paducel si macese;
- Bomboane cu pudra din catind, paducel si macese;
e A fost elucidat impactul pudrelor vegetale, extractelor liposolubile din fructe de catina,
paducel si macese asupra indicatorilor de calitate, parametrilor senzoriali, a duratei de pastrare,
activitdtii antioxidante si a stabilitatii oxidative a alimentelor complexe elaborate.

Aprobarea lucririi la foruri stiintifice nationale si internationale. Rezultatele obtinute
pe parcursul realizarii lucrdrii au fost prezentate si discutate la 17 conferinte nationale si
internationale: Conferinta Internationalda "Modern Technologies in the Food Industry”, Chisindu
(2018); Simpozion International "EuroAliment", Galati, Romania (2019); Conferinta studentilor,
masteranzilor si doctoranzilor, Chisindau (2016, 2019, 2020); Sesiune nationala de comunicari
stiintifice studentesti, Stiinte ale naturii si exacte, USM, Chisinau (2017); Conferinta internationala

"Achievements and perspectives of modern chemistry", Chisinau (2019); Colocviu Franco-Roman
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de Chimie Aplicata - COFrRoCA, Bacau, Romania (2018); Conferinta internationald
"Achievements And Perspectives Of Modern Chemistry dedicated to the 60th anniversary from
the foundation of the Institute of Chemistry", Chisindu (2019); Conferinta internationald " Days
of the Academy of Technical Sciences of Romania", Chisinau (2019); Conferinta internationala
stiintifica si practica specializatd " Resource and Energy Saving Technologies of Production and
Packing of Food Products as the Main Fundamentals of Their Competitiveness ", Kiev, Ucraina
(2019); Conferinta internationald "Prospects and problems of research and education integration
into the European area", Cahul (2021); Conferinta internationald "Constructive Design and
Technological Optimization in Machine Building", Bacau, Romania (2021); International Salon
of Scientific Research, Innovation and Inventions PRO INVENT, Cluj-Napoca, Romaénia (2018);
International Salon of Scientific Research, Innovation and Inventions INVENTICA, Iasi, Romania
(2018); Exhibition of Innovation and Research — UGAL, Galati, Romania (2019); International
Specialized Exhibition INFOINVENT, Chisinau (2019); European Exhibition of Creativity and
Innovation EUROINVENT, Iasi, Romania (2021).

Publicatii la tema tezei. Rezultatele cercetarii si problemele abordate in tezd au fost
publicate In 23 lucrdri stiintifice, inclusiv 5 articole stiintifice, 1 brevet de inventie, 1 cerere de
brevet, 16 articole in culegeri si rezumate la manifestari stiintifice nationale si internationale.

Sumarul capitolelor tezei. Lucrarea este expusa pe 112 pagini dactilografiate si include
urmatoarele capitole: adnotare in limbile roména, rusa si engleza, introducere, 4 capitole, concluzii
si recomandari, bibliografie cu 291 surse si 3 anexe. Lucrarea este ilustratd cu 38 tabele si 41 figuri.

In Introducere sunt relevate motivatia alegerii subiectului de cercetare, actualitatea si
importanta temei abordate, scopul si obiectivele cercetdrii, ipoteza de cercetare, sinteza
metodologiei de cercetare, importanta teoreticd si inovatia stiintifica, valoarea aplicativd a
rezultatelor obtinute si sumarul capitolelor tezei.

In Capitolul 1 Evolutia stabilititii oxidative a uleiurilor vegetale si a fractiei lipidice
din alimente complexe — este redata caracteristica generala a uleiurilor vegetale, stabilitatea
oxidativa si mecanismul de oxidare a lipidelor; sunt expusi factorii care afecteazd mecanismul
oxidarii lipidice; impactul oxidarii lipidice asupra proprietatilor senzoriale a alimentelor complexe;
caracteristica complexului antioxidant din produse horticole locale.

In Capitolul 2 Materiale si metode — sunt descrise materii prime si reactivi utilizate in
cadrul cercetarilor realizate; sunt descrise metodele fizico-chimice de analizd a extractelor
liposolubile din surse vegetale si de identificare a produsilor oxidarii lipidice; este descrisa
metodologia de determinare a indicatorilor de calitate a extractelor liposolubile si a produselor

complexe elaborate.
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In Capitolul 3 Cercetarea caracteristicilor fizico-chimice si a potentialului antioxidant
a extractelor liposolubile — este descrisa tehnologia de obtinere a extractelor liposolubile din
surse vegetale regenerabile; sunt determinati indicatorii de calitate, parametrii cromatici,
activitatea antioxidanta si stabilitatea oxidativa a extractelor pe parcursul stocarii; a fost cercetata
intensitatea formarii produsilor oxidarii lipidice in timp.

In Capitolul 4 Tehnologii de fabricare a produselor complexe pe bazi de pudri
vegetalad din fructe si extracte liposolubile - sunt descrise tehnologiile de obtinere a produselor
alimentare complexe cu potential antioxidant sporit; s-au studiat indicatorii de calitate, parametrii
cromatici, activitatea antioxidanta si stabilitatea oxidativa a alimentelor complexe.

Cuvinte-cheie: ulei vegetal, extract liposolubil, stabilitate oxidativa, alimente complexe,

calitate.
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1. EVOLUTIA STABILITATII OXIDATIVE AI ULEIURILOR
VEGETALE SI A FRACTIEI LIPIDICE DIN ALIMENTE COMPLEXE

Oxidarea lipidelor este una dintre cauzele majore ale deteriorarii calitdtii in alimentele
naturale si procesate. Deteriorarea oxidativd este o mare preocupare economica in industria
alimentara, deoarece afecteaza multe caracteristici de calitate, cum ar fi aroma, culoarea, textura

si valoarea nutritionald a alimentelor, compusi potential toxici.

1.1. Stabilitatea oxidativa ai uleiurilor vegetale

Stabilitate oxidativa este rezistenta uleiurilor la oxidare in timpul procesarii si depozitarii
(Guillén et al., 2002). Rezistenta la oxidare poate fi exprimata ca perioada de timp necesara pentru
a atinge punctul critic de oxidare, indiferent daca este vorba de o schimbare senzoriald sau de o
accelerare brusca a procesului oxidativ (Silva et al., 2001). Stabilitatea oxidativa este un indicator
important pentru a determina calitatea uleiului si durata de valabilitate (Hamilton 1994) deoarece
compusii cu masd moleculara scazutd (LPP) sunt produsi in timpul oxidarii.

Produsii oxidarii fac uleiul mai putin acceptabil sau inacceptabil pentru consumatori sau
pentru uz industrial ca ingredient alimentar. Oxidarea uleiului distruge, de asemenea, acizii grasi
esentiali si produce compusi toxici si polimeri oxidati. Oxidarea uleiului este foarte importanta in
ceea ce priveste gustul, calitatea nutritionald si toxicitatea uleiurilor comestibile. Diferite
mecanisme chimice, autoxidarea si fotooxidarea, sunt responsabile de oxidarea uleiurilor
comestibile in timpul procesarii si depozitarii, in functie de tipurile de oxigen. Doua tipuri de
oxigen pot reactiona cu uleiurile comestibile: oxigenul triplet atmosferic, 3O, si oxigenul singlet,
102.30; ataci catenele hidrocarbonate lipidice si provoaca autooxidarea, care este o reactie in lant
a radicalilor liberi.

Fotooxidarea uleiurilor comestibile are loc in prezenta luminii, a sensibilizatorilor si a
oxigenului atmosferic, in care este produs '0,. Oxigenul electrofil nonradicalic reactioneaza usor
cu compusi cu densitati mari de electroni, cum ar fi legaturile duble ale acizilor grasi nesaturati.
10, are o energie de 93,6 kJ deasupra starii fundamentale de >0 (Ayala et al., 2014). 'Oz cu energie
ridicatd 1n solutie este dezactivat prin transferul energiei sale in solvent, iar durata sa de viata
depinde de solvent. Durata de viata a oxigenului singlet este de aproximativ 2,17 si 700 ps in apa,
hexan si, respectiv, tetraclorura de carbon (Thorning et al., 2020).

Oxidarea uleiurilor comestibile este influentatd de un aport de energie, cum ar fi lumina
sau cdldura, compozitia acizilor grasi, tipurile de oxigen si compusi minori, cum ar fi metalele,

pigmentii, fosfolipidele, acizi grasi, mono- si diacilgliceroli, compusii oxidati termic si
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antioxidantii. S-au facut multe eforturi pentru a imbunatati stabilitatea oxidativa a uleiurilor prin

studii sistematice asupra efectelor acestor factori (Akoh et al., 2002).

......

Autoxidarea uleiurilor, reactia in lant a radicalilor liberi, include etapele de initiere,

propagare si intrerupere (terminare) redate in Tabelul 1.1.

Tabelul 1.1 Mecanismul general de oxidare a lipidelor

Etapa de oxidare Mecanismul
Initiere RH — R-+H-
R-+0, — ROO"
Propagare

ROO-+RH — ROOH+R"
ROO-+R- —-ROOR

Terminare R-+R- —RR

(R : lipid alchil)

*dupa: ( Frankel et al., 2012)

Autooxidarea uleiurilor este conditionatd de aparitia radicalilor liberi ai acizilor grasi sau
ai acilglicerolilor. Acizii grasi sau acilglicerolii se afla in stiri singulare nonradicalice, iar reactia
acizilor grasi cu starea radicald a 3O, atmosferic este termodinamic nefavorabild datoritd
conservarii electronice a spinului (Shahidi, 2005; Zielinski et al., 2017). Atomul de hidrogen din
acizii grasi sau din acilgliceroli este indepartat si radicalii alchil lipidici sunt produsi in etapa de
initiere. Caldura, catalizatorii metalici si lumina ultravioletd si vizibild pot accelera formarea
radicalilor liberi de acizi grasi sau acilgliceroli. Energia necesara pentru indepartarea hidrogenului
din acizii grasi sau din acilgliceroli depinde de pozitia hidrogenului. Atomii de hidrogen din

pozitiile alilice sunt scindati cu usurinta.

Tabelul 1.2 Hidroperoxizii acizilor grasi la autooxidare*

Acid gras Hidroperoxizi la Cantitatea relativa, %
C8 26-28
. . c9 22-25
Acid oleic C10 94
Cl1 26-28
g . C9 48-53
Acid linoleic C3 1353
C9 28-35

R . Cl12 8-13

Acid linolenic 3 10-13
Cl6 28-35

*dupa: (Yin et al., 2011; Frankel et al., 2012)
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Hidrogenul de la C11 al acidului linoleic este indepartat la 50 kcal/mol. Energia necesara
pentru indepartarea hidrogenului in C8 si C14 a acidului linoleic este de 75 kcal/mol si energia de
disociere homolitica intre hidrogen si C17 sau C18 este de aproximativ 100 kcal/mol (Akoh et al.,
2002). Dupa scindarea hidrogenului din pozitia alilica favorabila C11 se formeaza radicalul liber
stabilizat prin efecte electromere. Hibrizii de rezonanta (fig 1.1) explicd schimbarea pozitiei
legaturilor duble si formarea sistemelor conjugate. Odatd cu schimbarea pozitiei, are loc si
schimbarea configuratiei geometrice la legatura dubla din cis- in trans-. Autooxidarea acizilor
linoleici si linolenici produce numai produse cu legaturi duble conjugate. Cantitatea izomerilor
pozitionali hidroperoxidici formati in autooxidarea acizilor oleici, linoleici si linolenici sunt
prezentati in Tabelul 1.2.

Radicalul lipidic alchil format (cu legituri duble conjugate) reactioneaza cu 30, si
formeaza un radical peroxid lipidic, un alt radical reactiv. Reactia dintre radicalul lipidic alchil si
30, are loc foarte rapid la presiunea normald a oxigenului i, in consecintd, concentratia radicalului
lipidic alchil este mult mai mica decat cea a radicalului lipidic peroxidic (Aidos et al., 2002; Collin,
2019). Radicalul lipidic peroxidic extrage hidrogenul din alte molecule lipidice si reactioneaza cu
hidrogenul pentru a forma hidroperoxid si un alt radical alchil lipidic. Acesti radicali catalizeaza
reactia de oxidare, iar autooxidarea este numita reactie in lant a radicalilor liberi. Fig. 1.1 prezinta

formarea hidroperoxidului in autooxidarea acidului linoleic.

13 12 1 13 12 1

CH3(CHy), l (CH,);COOH CH3(CHy)4 l (CH,);COOH
-H -H

13 12 10 9 13 12 10 9

N Q \ ”
N\~ \/7

CH3(CHo)4 (CH5)7COOH  CH3(CHo)4 (CH,),COOH

CH3(CHj)4 (CH2)7;COOH  CHgz(CHj),4 (CH,);COOH
l+302,H' l+3oz,H-
HOO OOH
43 12 10_9 122 10__9
CH3(CHj)4 (CH2)7COOH  CH3(CHj)4 (CH5)7COOH
13-Hidroperoxid 9-Hidroperoxid

Fig. 1.1. Formarea hidroperoxizilor din acidul linoleic la autooxidare (Gardner, 1989;
Frenette et al., 2008; Collin, 2019)
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Ratele de formare a radicalului lipidic peroxidic si a hidroperoxidului depind doar de
disponibilitatea oxigenului si temperatura (Velasco et al., 2004). Cand radicalii reactioneaza intre ei,
se produc specii non-radicale si reactia se intrerupe. Produsele primare de oxidare, hidroperoxizii
lipidici, sunt relativ stabile la temperatura camerei si in absenta metalelor. Cu toate acestea, in
prezenta metalelor sau la temperaturi ridicate, acestea sunt usor descompuse in radicali alcoxi si apoi
formeaza aldehide, cetone, acizi, esteri, alcooli si hidrocarburi cu catene scurte. Cea mai probabila
cale de descompunere a hidroperoxidului este un clivaj homolitic a legaturilor dintre atomii de
oxigen, 1n rezultat sunt produsi radicali alcoxi si hidroxi. Energia de activare pentru scindarea
legaturii oxigen-oxigen este cu 46 kcal/mol mai mica decit cea pentru scindarea legaturii oxigen-
hidrogen (Frankel, 2012). Radicalul alcoxi suferd apoi fS-scisiunea homolitica a legaturii carbon-
carbon si produce compusi oxo si radicali alchil saturati sau nesaturati (Fig. 1.2). Dupa rearanjarea
electronica, adaugarea radicalului hidroxil sau transferul de hidrogen, ultimii produsi secundari de
oxidare a lipidelor sunt in mare parte aldehide cu greutate moleculard mica, cetone, alcooli si
hidrocarburi cu lant scurt, asa cum se aratd in Tabelul 1.3. Timpul pentru formarea produsului
secundar din produsul principal de oxidare, hidroperoxidul, variaza in functie de diferite uleiuri.
Produsele secundare de oxidare se formeaza imediat dupa formarea hidroperoxidului in uleiurile de
masline si rapita. Cu toate acestea, In uleiurile de floarea-soarelui si de sofranel, se formeaza produse

secundare de oxidare atunci cand concentratia de hidroperoxizi este apreciabild (Guillén et al., 2002).

Tabelul 1.3. Produsele secundare ale oxidarii acizilor grasi*

Clasa Acid oleic Acid linoleic Acid linolenic

Octanal Pentanal Propanal
Nonanal Hexanal Butanal

Dec-2-enal Oct-2-enal But-2-enal

Aldehide Non-2-enal Pent-2-enal

Deca-2,4-dienal Hex-2-enal

Nona-3,6-dienal
Decatrienal

Heptanoat de metil
Octanoat de metil

Heptanoat de metil
Octanoat de metil

Heptanoat de metil
Octanoat de metil

8-oxooctanoat de metil

8-oxooctanoat de metil

Nonanoat de metil

9-oxononanoat de metil

9-oxononanoat de metil

9-oxononanoat de metil

Derivatii acizilor

10-oxodecanoat de metil

10-oxodecanoat de metil

10-oxodecanoat de metil

carboxilici

10-oxodec-8-enoat de
metil

11-oxoundec-9-enoat de
metil

Heptan-1-ol

Pentan-1-ol

Alcooli

Oct-1-en-3-o0l

Heptan

Pentan

Etan

Hidrocarburi

Octan

Pentan

*dupa: (Choe et al., 2006)
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Majoritatea produsilor de descompunere ai hidroperoxizilor sunt responsabili pentru aroma
ranceda din uleiul comestibil oxidat. Compusii carbonil alifatici au o influentd mai mare asupra
aromei uleiului oxidat datorita valorilor lor scazute. Pragul de valori pentru hidrocarburi, alcanal,
alca-2-enal si trans-alca-2,4-dienal sunt de la 90 la 2150; de la 0,04 la 1; de la 0,04 la 2,5 si
respectiv de la 0,04 la 0,3 ppm (Frankel, 1985). Hexanal (23,5%) si dec-2-enal (34,3%) si hept-2-
enal (29,5%) si trans-oct-2-enal (18,1%), au fost principalii compusi volatili detectati prin metoda
microextractiei in faza solida in uleiuri de soia si porumb (valoarea peroxidului de 5 mechiv O2/kg)

(Steenson et al., 2002).

7 R,~C=C~CHO + R,

H H
OH RaH
on Rz—cH::CH- + OHC-R; ’W Ay R(SRS
WB1 RsH —OH RoH
Rz—(HZZCH—OH B, /\V'R3

¢ T RQ_C:CHQ
R,—CH,-CHO H

Fig. 1.2. Mecanismul de descompunere a hidroperoxizilor si de formare a produsilor
secundari (Choe et al., 2006)

Pentanalul, hexanalul, propenalul si deca-2,4-dienal sunt prezenti in cantitati mari in ulei
vegetal depozitat neacoperit la 60°C (Gawrysiak-Witulska et al., 2012). Oamenii de stiintd au
raportat ca trans, cis-deca-2,4-dienal a fost cel mai semnificativ compus 1n determinarea aromei
oxidate a uleiului, urmat de trans-deca-2,4-dienal, trans, cis-hepta-2,4-dienal, oct-1-en-3-ol,

butanal si hexanal (Frankel, 1985). Indicii de hexanal, pentanal si deca-2,4-dienal au fost utilizati
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ca indicatori pentru a determina gradul de oxidare a uleiului (Sionek et al., 2013; Xu et al., 2017).
S-a raportat ca trans-hex-2-enal si trans-, cis-deca-2,4,7-trienal si oct-1-en-3-ona dau aroma de
iarba si de peste in ulei oxidat (Frankel, 2012). Niciun compus aromatic unic nu este in principal
responsabil pentru aroma oxidatd a uleiurilor vegetale.

Oxidarea uleiului este accelerata de lumina, in special in prezenta sensibilizatorilor precum
clorofilele. Sensibilizatorii in stare singlet absorb lumina foarte rapid, in picosecunde si devin
excitati. Sensibilizatorii singlet excitati pot reveni la starea lor de baza prin emisie de lumina,
conversie interna sau traversare intersistemica. Fluorescenta si cildura sunt produse prin emisia
de lumina si, respectiv, prin conversie internd. Trecerea intersistemului are ca rezultat starea de
triplet excitata a sensibilizatorilor. Sensibilizatorii triplet excitati pot accepta hidrogen sau un
electron din substrat si pot produce radicali (tip I). Sensibilizatorii triplet excitati reactioneaza cu
30; si produc anion superoxid prin transfer de electroni. Anionul superoxid produce peroxid de
hidrogen, una dintre speciile reactive de oxigen prin dismutatie spontana, iar reactia peroxidului
de hidrogen cu superoxizi are ca rezultat formarea oxigenului singlet prin reactia Haber-Weiss in
prezenta metalelor de tranzitie precum fierul sau cuprul (Krumova et al., 2016).

Cand se formeaza hidroperoxidul, se produce migrarea dublei legaturi si formarea acidului gras

trans-, producand atat hidroperoxizi conjugati, cat si neconjugati (Tabelul 1.4).

Tabelul 1.4. Hidroperoxizii acizilor grasi formati prin oxidarea oxigenului singlet

Acizi grasi Hidroperoxizi la Cantitatea relativa, % Tipul de acid
Acid oleic C9 48
C10 52
Acid linoleic C9 32 Conjugat
C10 17 Neconjugat
C12 17 Neconjugat
C13 34 Conjugat
Acid linolenic C9 23 Conjugat
C10 13 Neconjugat
C12 12 Conjugat
C13 14 Conjugat
C15 13 Neconjugat
Cle6 25 Conjugat

*dupa: (Choe et al., 2006)

Producerea de hidroperoxizi neconjugati nu este observata in autooxidare. Fig. 1.3 prezinta
calea de oxidare a acidului linoleic cu 'O». Hidroperoxizii formati prin oxidarea 'O, sunt

descompusi prin aceleasi mecanisme ca si pentru hidroperoxizii formati prin 30, in autooxidare.
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Oxidarea cu 'Oz in acidul oleic produce mai mult dec-2-enal si octan, doi dintre produsii de
descompunere ai hidroperoxizilor, decét o face autooxidarea (Frankel, 2012).

Continutul de octanal si 10-oxodecanoat in oleatul autooxidat a fost mai mare decat cel al
oleatului oxidat de 'O.. Hept-2-enal si but-2-enal au fost vizibili in acizii linoleici si linolenici 'O»-
oxidati, in timp ce erau neglijabili in acizii linoleici si linolenici autoxidati. Heptenal s-a format in
uleiul vegetal oxidat cu 'O, in prezenta clorofilei si a luminii (Min et al., 2003). O aroma de fasole,
care este o aroma unica si nedoritd in uleiul vegetal cu o valoare scazuta a peroxidului, a fost o

problema la nivel international (Wszelaki et al., 2005).

10, OOH
— — — = JE—— —
CH3(CHy)4 (CH,);COOH CH3(CH3)s N /2 (CH);CHOOH CH3(CHy)4 (CH);CHOOH
H—O Conjugated
HOO,
'0, R Y -
—_— CH3(CHy)s \  (CH);CHOOH CH3(CHy)4 (CH);CHOOH
O--H Neconjugated
OOH
CEE — R - —
10, % \O J
CH3(CHa)sy, (CH);CHOOH CH3(CHy)4 (CH);CHOOH
H--0 Neconjugated
HOO, HOO,
GEEN — —_— —
10, C’)I N N
CH3(CHo)an (CH);CHOOH  CHj3(CHy), (CH);CHOOH
O--H Conjugated

Fig. 1.3. Mecanismul oxidarii acidului linoleic cu oxigen singlet (Velasco et al., 2004)

Cercetatorii au indicat cu tarie ca aroma neplacuta a uleiului de vegetal poate fi redusa
sau eliminata prin indepartarea clorofilelor din ulei in timpul procesirii. In prezent, industria
uleiului de soia indeparteaza eficient clorofilele din uleiul de soia folosind materiale de indlbire
in timpul procesului de rafinare, iar aroma de fasole nu mai este o problema serioasa in uleiul

de soia (Min, et al., 2003).
1.3. Influenta factorilor chimici asupra stabilitatii uleiurilor vegetale

Oxidarea uleiului este influentatd de compozitia acizilor grasi ai uleiului, procesarea
uleiului, energia cdldurii sau luminii, concentratia si tipul de oxigen si acizii grasi liberi, mono- si
diacilglicerolii, metalele de tranzitie, peroxizi, compusi oxidati termic, pigmenti si antioxidanti.

Acesti factori afecteaza interactiv oxidarea uleiului si nu este usor sa se diferentieze efectul

individual al factorilor.
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1.3.1. Compozitia acizilor grasi din uleiuri vegetale

Uleiurile care sunt mai nesaturate sunt oxidate mai repede decat uleiurile mai putin
nesaturate (Parker et al., 2003). Pe masura ce creste gradul de nesaturare, creste atdt rata de
formare, cat si cantitatea de compusi de oxidare primard acumulatd la sfarsitul perioadei de
inductie (Martin-Polvillo et al., 2004). Uleiul de floarea-soarelui, soia sau sofranel (valori de iod>
130) depozitate in intuneric a prezentat o perioada de inductie semnificativ mai scurta (P <0,05)
decat uleiul de cocos sau de palmier a carui valoare de iod este mai mica de 20 (Tan et al., 2002).
Uleiurile cu continut ridicat de acid oleic si stearic prin suprimarea expresiei genice a semintelor
oleaginoase sau ulei de soia hidrogenat au prezentat o stabilitate autoxidativd mai mare (Liu et al., 2002).

Rata de autooxidare depinde in mare masura de viteza de formare a radicalilor de acizi
grasi sau de acilglicerol alchil, iar rata de formare a radicalilor liberi depinde in principal de tipul
de acid gras sau de tipul acilglicerolilor. Rata relativd de autooxidare a acizilor oleic, linoleic si
linolenic a fost raportatd de la 1:40 la 50:100 pe baza absorbtiei de oxigen (Frankel, 2012).
Diferenta de ratd de oxidare cu O2 dintre acizii grasi este mai mica decat cea pentru autooxidare.
Tipul acizilor grasi polinesaturati, diene sau triene neconjugate sau conjugate, are un efect redus

asupra reactiei dintre lipide si 'Oz (Chen et al., 2011).

1.3.2.  Acizi grasi liberi, mono- si diacilgliceroli

Uleiul brut contine acizi grasi liberi, iar prelucrarea uleiului, cum ar fi rafinarea, scade
continutul de acizi grasi liberi. Uleiul vegetal brut contine aproximativ 0,7% acizi grasi liberi; cu
toate acestea, uleiul rafinat contine 0,02% acizi grasi liberi (Rakotondramavo et al., 2019). Acizii
grasi liberi sunt mai susceptibili la autooxidare decat acizii grasi esterificati (I. et al., 2016). Acizii
grasi liberi actioneaza ca prooxidanti in uleiul comestibil (Yun et al., 2012). Au grupe hidrofile si
hidrofobe in aceeasi moleculd si preferd sd fie concentrate pe suprafata uleiurilor comestibile.
Gruparile carboxi hidrofile ale acizilor grasi liberi nu se vor dizolva cu usurinta in uleiul comestibil
hidrofob si sunt prezente pe suprafata uleiului comestibil. Cercetatorii au raportat ca acizii grasi
liberi scad tensiunea superficiala a uleiului comestibil si cresc rata de difuzie a oxigenului din ulei
pentru a accelera oxidarea uleiului. Mono- si diacilglicerolul, de obicei prezente de la 0,07% pana
la 0,11% si de la 1,05% la 1,20% in uleiul vegetal, respectiv, au actionat ca prooxidanti pentru a
creste oxidarea la 55°C 1n intuneric (Kim et al., 2012; Yun et al., 2012). Mono- si diacilglicerolii,
care au grupari libere hidroxil cu caracter hidrofil si rest hidrocarbonat hidrofob, scad tensiunea
superficiald a uleiului comestibil si cresc viteza de difuzie a oxigenului spre ulei pentru a accelera
oxidarea acestuia. Mono- si diacilglicerolii trebuie eliminati din ulei in timpul procesului de rafinare a

uleiului pentru a imbunatéti stabilitatea oxidativa a uleiurilor comestibile (Kim et al., 2012).
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1.3.3. Metalele

Uleiul contine metale de tranzitie precum fierul sau cuprul. De exemplu, uleiul de floarea

soarelui presat la rece contine cupru—5.2 ppb si respectiv fier—0.26 ppm. Cu toate acestea, rafinarea

reduce continutul lor. Uleiurile comestibile fabricate fara rafinare, precum uleiul de masline

extravirgin si uleiul de susan, contin cantitati relativ mari de metale de tranzitie (

Tabel 1.5). Metalele cresc rata de oxidare a uleiului datorita reducerii energiei de activare

a etapei de initiere In autooxidare pana la 63-104 kJ/mol (Zielinski et al., 2017). Metalele

reactioneaza direct cu lipidele pentru a produce radicali alchil lipidici. De asemenea, produc specii

de oxigen reactiv, cum ar fi 'O si radical hidroxi din 30> si, respectiv, peroxid de hidrogen

(Carvajal et al., 2009).

Tabel 1.5. Continutul de fier si cupru in uleiurile comestibile*

Uleiuri Continutul de metale
Cupru (ppb) Fier (ppm)
Ulei de floarea soarelui presat la rece 5,2 0,26
Ulei de masline rafinat 15 0,08
Ulei de soia rafinat 2,5 0,20
Ulei din seminte de susan presat la rece 16 1,16
Ulei de soia crud 13,2 2,80
Ulei de masline virgin 9.8 0,73

*dupa: Choe et al., 2006.

Radicalii alchil lipidici si speciile de oxigen reactiv accelereaza oxidarea uleiului. Cuprul

accelereaza descompunerea peroxidului de hidrogen de 50 de ori mai rapid decat ionul feros (Fe?"),

iar ionul feros actioneaza de 100 de ori mai rapid decét ionul feric (Fe3") (1.1):

H,0, + 03

De asemeneca,

Fe3t + RH - Fe?* + R~ + H*

Fe?* + %0, > Fe3* + 05 -

0; - +0; - +2H* - '0, + H,0,

_ cataliza metalelor

0-+0H™ + ‘0,

Fe?* + H,0, - Fe3* + OH™ + HO -

(1.1)

metalele accelereazd autooxidarea uleiului prin descompunerea

hidroperoxizilor (Bastos et al., 2010; Liu, 2018) (1.2):

ROOH + Fe?*(sau Cu*) - RO - +Fe3* (sau Cu?®*) + OH~
ROOH + Fe3*(sau Cu?*) - ROO - +Fe?*(sau Cu*) + H
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Fe? * este mult mai activ cu o ratd de 1,5x10°M's™! (Halliwell et al., 2015) decat Fe** in
descompunerea hidroperoxizilor lipidici pentru a cataliza autooxidarea (Liu, 2018; Cengiz et al.,
2019). Fe* * provoacd, de asemenea, descompunerea compusilor fenolici precum acidul cafeic in
uleiul de masline si scade stabilitatea oxidativa a uleiului (Keceli et al., 2002). Oamenii de stiinta
au raportat ca activitatea prooxidanta a fierului a fost suprimata de lactoferina in oxidarea uleiului
vegetal de la 50°C la 120°C, posibil datorita capacitatii de legare a lactoferinei de catre fier.
Epuizarea fierului din imprejurimi de cétre lactoferind poate suprima oxidarea uleiului catalizata

de fier (Shiota et al., 2006).

1.3.4. Fosfolipidele

Uleiurile brute contin fosfolipide precum fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolind,
fosfatidilinozitol, fosfatidilserind si acid fosfatidic, dar cele mai multe dintre ele sunt indepartate
prin prelucrare, cum ar fi degumarea. Uleiul vegetal brut contine fosfatidilcolind si
fosfatidiletanolamina de la 500,8 si, respectiv, 213,6 ppm. Cu toate acestea, uleiul rafinat,
decolorat si dezodorizat contine intre 0,86 si 0,12 ppm de fosfatidilcolind si fosfatidiletanolamina,
respectiv (Chandran et al., 2017). Fosfolipidele actioneaza ca antioxidanti si prooxidanti in functie
de concentratia lor si prezenta metalelor (Lyberg et al., 2005). Mecanismul efectelor antioxidante
ale fosfolipidelor nu a fost incé elucidat in detaliu, dar gruparea polara joaca un rol important, iar
fosfolipidele care contin azot, cum ar fi fosfatidilcolina si fosfatidiletanolamina, sunt antioxidanti
eficienti in majoritatea conditiilor (Burri et al., 2012; Cengiz et al., 2019).

Fosfolipidele incetinesc oxidarea uleiului prin sechestrarea metalelor, activitatea
antioxidantd maxima a fost intre 3 si 60 ppm. Oxidarea uleiului vegetal a scdzut cu adaugarea a 5-
10 ppm fosfolipide iar o cantitate mai mare de fosfolipide a actionat ca prooxidanti. A fost raportat
ca fosfolipidele au actionat ca antioxidanti numai in prezenta Fe2* prin chelarea fierului. In uleiul
purificat, care nu continea metale, fosfolipidele au functionat ca prooxidanti. Fosfolipidele au
grupari hidrofile si hidrofobe in aceeasi moleculd. Grupurile hidrofile ale fosfolipidelor se afla la
suprafata uleiului, iar cele hidrofobe se afla in uleiul comestibil. Fosfolipidele scad tensiunea
superficiala a uleiului alimentar si cresc viteza de difuzie a oxigenului in ulei pentru a accelera
oxidarea acestuia. Oxidarea uleiului la Intuneric la 60°C a fost mai redusa cu acid fosfatidic si
fosfatidiletanolamina, urmata de fosfatidilcolina, fosfatidilglicerol si fosfatidilinozitol (Reis et al.,

2012; Sousa et al., 2017).
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1.4. Influenta factorilor fizici asupra stabilitatii uleiurilor vegetale

Metoda de prelucrare a uleiului afecteaza stabilitatea oxidativa a acestuia. Uleiul brut a fost
cel mai stabil la oxidare, urmat de ulei dezodorizat, degumat, rafinat si decolorat in timpul
depozitarii de 6 zile la 55°C in Intuneric (Zebib et al., 2015). S-a sugerat ca stabilitatea oxidativa
mai mare a uleiului brut decat uleiul rafinat se datoreaza partial concentratiilor mai mari de
tocoferoli din ulei brut (1670 ppm) decat uleiul rafinat (1546 ppm). Timpul de inductie in oxidarea
uleiului vegetal extras cu hexan la 90°C a fost de 10,5+1,9 ore comparativ cu un timp de inductie
de 8,1+0,7 ore pentru uleiul vegetal presat (Tynek et al., 2012).

Stabilitatea oxidativa a fost semnificativ mai mica in uleiul extras cu dioxid de carbon
extracritic decat in uleiul presat (Crowe et al., 2003). Prdjirea semintelor de floarea soarelui inainte
de extractia uleiului a imbunatatit stabilitatea oxidativa a uleiurilor (Lee, 2004; Zebib et al., 2015),
au fost raportate ca fiind antioxidanti. Stabilitatea oxidativd a crescut odatd cu cresterea
temperaturilor de prajire si expulzare a semintelor.

Temperatura si lumina. Autoxidarea uleiurilor si descompunerea hidroperoxizilor cresc
odata cu cresterea temperaturii (Gharby et al., 2016; Dominguez et al., 2019). Formarea produselor de
autoxidare in timpul perioadei de inductie este lenta la temperaturd scazuta (Velasco et al., 2004).

Concentratia hidroperoxizilor creste pand la stadiile avansate de oxidare. Continutul de
compusi polimerizati creste semnificativ la sfarsitul perioadei de inductie a autooxidarii (Lise
Halvorsen et al., 2011). Rata de descompunere a hidroperoxidului din ulei stocat la 50°C in
intuneric a fost mai mare decat rata de formare a hidroperoxidului. Fenomenele inverse au fost
observate in acelasi ulei la 0 sau 20°C in Intuneric (Aidos et al., 2002). Temperatura are un efect
redus asupra oxidarii 'O, datoritd energiei scizute de activare de la 0 la 6 kcal/mol (Dominguez et
al., 2019). Lumina este mult mai importantd decat temperatura in oxidarea cu 'O>. Lumina cu
lungimi de unda mai mici a avut efecte mai daunatoare asupra uleiurilor decat lungimile de unda
mai mari (Negash et al., 2019). Se pare ca efectul luminii asupra oxidarii uleiului devine mai mic
pe masurd ce temperatura creste (Velasco et al., 2004). Deoarece oxidarea cu 'O are loc in
prezenta luminii, ambalarea uleiurilor este foarte importanta. Sticlele transparente din plastic cresc
oxidarea uleiului. Incorporarea Tinuvin 234 (2-(2-hidroxi-3,5-di(1,1-dimetilbenzil) fenil)
benzotriazol) sau Tinuvin 326 (2-(3'-tert-butil-2'-hidroxi-5')-metilfenil)-5-clorobenzo-triazol),
care este un absorbant UV, in sticlele transparente din plastic, a imbunatatit stabilitatea oxidativa
si senzoriala a uleiului de soia in prezenta luminii (Pascall et al., 1995; Azeredo et al., 2004).

Oxigenul. Oxidarea uleiului poate avea loc adesea atunci cand uleiul, oxigenul si

catalizatorii sunt in contact. Atat concentratia, cat si tipul de oxigen afecteaza oxidarea uleiurilor.
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Concentratia de oxigen din ulei depinde de presiunea partiald a oxigenului din ulei (Carvajal et al.,
2009). O cantitate mai mare de oxigen este dizolvata in ulei cand presiunea partiald de oxigen este
mare. Oxidarea uleiului a crescut odatd cu cantitatea de oxigen dizolvat (Kim et al., 2012).
Solubilitatea oxigenului este mai mare in petrol decat in apa si, de asemenea, in uleiul crud decat
in uleiul rafinat (Johnson, 2017). Un gram de ulei vegetal dizolva 55 pg oxigen la temperatura
camerei (Biglar et al., 2012). Cantitatea de oxigen dizolvata in ulei este suficienta pentru a oxida
uleiul la o valoare de peroxid de aproximativ 10 mechiv O2/kg in intuneric (Frankel, 2012).
Cercetatorii au raportat ca constantele ratei de disparitie a oxigenului in uleiul de soia continand
2,5;4,5; 6,5 si 8,5 ppm oxigen dizolvat in timpul depozitarii la 55°C in intuneric au fost 0,049;
0,058; 0,126 si 0,162 ppm/h (Min et al., 1983a). Efectul concentratiei de oxigen asupra oxidarii
uleiului a crescut la temperaturi ridicate, in prezenta luminii si a metalelor precum fierul sau cuprul.
O dependentd mai mare de oxigen la oxidarea uleiului la temperaturi ridicate se datoreaza
solubilitatii scazute a oxigenului in ulei la temperatura (Gawrysiak-Witulska et al., 2012).
Oxigenul trebuie transportat in ulei prin difuzie atunci cand uleiul nu este agitat, cum ar fi in timpul
depozitarii la temperaturd scazutd. Convectia este o altd cale importantd pentru patrunderea
oxigenului in ulei de la suprafata atunci cand uleiul este agitat, de exemplu, in timpul procesarii la
temperatura ridicata.

Rata de oxidare a uleiului este independentd de concentratia de oxigen la concentratii de
oxigen suficient de mari, de exemplu, peste 10% in oxidarea linoleatului de metil (Gémez-Alonso
etal., 2004). Cand continutul de oxigen este scizut, rata de oxidare este dependenta de concentratia
de oxigen si este independenta de concentratia de lipide (Beutner et al., 2001; Frankel et al., 2012).
Rata de autooxidare a uleiului la mai mult de 4% pana la 5% oxigen a fost independenta de
concentratia de oxigen si a fost direct dependenta de concentratia de lipide (Ghosh et al., 2019).
Cu toate acestea, inversul a fost adevdrat la o presiune scazuta de oxigen de sub 4% (Gomez-
Alonso et al., 2004). Oxidarea uleiului la 50°C pe intuneric, masurata ca valori ale consumului de
oxigen sau ale peroxidului, a devenit mai rapida pe masura ce concentratia de oxigen a crescut la
mai putin de 0,5% oxigen In headspace, in timp ce rata de oxidare a scazut odatd cu concentratia
de oxigen la peste 1% oxigen (Carvajal et al., 2009; Frankel, 2012).

Oxigenul si uleiul comestibil pot reactiona mai eficient atunci cdnd o dimensiune a probei
de ulei este mica sau o probd de ulei are un raport ridicat dintre suprafatd si volum (Tan et al.,
2002; Kanavouras et al., 2005). Cand raportul suprafata-volum creste, rata relativa de oxidare este
mai putin dependentd de oxigen. Suprafata containerului poate actiona ca un catalizator de
reducere, iar efectul sdu s-a dovedit a fi proportional cu aria containerului in contact cu uleiurile

(Brimberg et al., 2003). Interactiunea dintre temperaturd si concentratia de oxigen afecteaza
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formarea compusilor volatili din uleiul de rapita in Intuneric; productia de pent-2-enal si pent-1-
en-3-ona corelatd pozitiv cu concentratia de oxigen la 50 °C, dar negativ la 35 °C (Carvajal et al.,
2009). Viteza de reactie dintre lipide si oxigen este dependenta de tipul de oxigen; viteza de reactie
a !0z cu lipide este mult mai mare decét cea a >0 deoarece 'O, poate reactiona direct cu lipidele.

30, reactioneaza cu starea radicalica a lipidelor.

1.5. Influenta factorilor tehnologici asupra stabilititii uleiurilor vegetale

Acizii grasi polinesaturati sunt o clasa de acizi grasi care contin multiple legéturi duble in
catend (Berton-Carabin et al., 2014). Sunt sensibili la degradarea oxidativa in timpul prelucrarii
datoritd unui grad ridicat de nesaturare, care poate reduce calitatea nutritionald si distrug
caracteristicile senzoriale ale alimentelor care contin acizi grasi polinesaturati (PUFA) (Miyashita
et al., 2018). De exemplu, datoritd continutului ridicat de PUFA, uleiul de floarea soarelui poate
produce miros ranced din cauza deteriorarii oxidative (Chen et al., 2014; Wang et al., 2018). PUFA
a uleiurilor sunt descompuse in aldehide volatile, cetone si alcooli datorita oxidarii, in care hexanal,
(Z) hept-4-enal si (E, E) hepta-2,4-dienal au afectat calitatea senzoriald a produselor cu continut
lipidic sporit (Czerny et al., 2008; Mahmoud et al., 2018)

Prin urmare, au fost dezvoltate strategii pentru a minimiza oxidarea PUFA, inclusiv
adaugarea de antioxidanti (Wang et al., 2018), micro incapsulare (Encina et al., 2016; Vishnu et
al., 2017; Yildiz et al., 2018).

Structura emulsiei, cum ar fi gradul de nesaturare a fazei uleioase si vascozitatea fazei apoase
influenteaza semnificativ rata de oxidare a PUFA in emulsii. Efectul atat al fazei apoase cat si al fazei
uleioase asupra protectiei PUFA este legat de structura emulsiei ulei/apa in care este initiatd oxidarea
PUFA. in timpul procesului de oxidare a lipidelor, lipidele amfifile se agregheazi la interfata si
reactioneazd cu pro-oxidantii in faza apoasa (Mcclements et al., 2000; Chen et al., 2012).

Radicalii liberi generati de reactie patrund in emulsie si initiaza reactia in lant a radicalilor
liberi PUFA in picaturile de ulei, accelerand astfel oxidarea. Prin urmare, consistenta, sarcina si
compozitia interfetei sunt considerate a fi cei mai importanti factori care afecteaza rata de oxidare
a PUFA (Mcclements et al., 2000).

Biscuitii se considera sa aiba o duratd indelungata de depozitare, dar eventual se vor altera
din cauza degradarii oxidative (Xu et al., 2017). Mecanismele rancezirii nu urmeaza aceeasi cale
pentru uleiurile si grasimile In vrac ca si pentru produsele de patiserie datoritd compozitiei si
structurii fizice a produselor de patiserie (Xu et al., 2017). Alimentele cu umiditate redusa, dospite
chimic contin de obicei faina, grasimi, apa, sare si bicarbonat de sodiu si/sau praf de copt.

Grasimile solide sunt, in general, necesare pentru a ajuta la incorporarea aerului si pentru a limita
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formarea glutenului pentru a face produsele fragede. Agentul de dospire este un alt factor care
afecteaza calitatea biscuitilor (Kweon et al., 2011).

Agentii de afanare utilizati in mod obisnuit includ bicarbonatul de sodiu, bicarbonatul de
amoniu si fosfatul monocalcic (Decker et al., 2017) iar acesti aditivi tind sa faca biscuitul alcalin.
Pro-oxidantii care descompun hidroperoxizii sunt metalele de tranzitie; s-a constatat ca adaugarea
de fier nu a crescut ratele de oxidare, iar prezenta chelatorilor metalici nu a scdzut oxidarea,
sugerand ca fierul nu este un pro-oxidant major in biscuitii cu afanare chimica (Barden et al.,
2016). Un alt factor care afecteaza oxidarea lipidelor in alimentele cu umiditate scazuta, cum ar fi
biscuitii este activitatea apei. S-a studiat comportamentul de oxidare a chipsurilor de cartof,
reprezentand alimente sensibile la umiditate si oxigen si au aratat ca atunci cand un produs a fost
uscat prea mult si activitatea apei a devenit prea scazuta, reactiile de oxidare a lipidelor ar creste
(Barden et al., 2015; Almeida et al., 2019).

Un alt factor care a fost mai putin studiat in alimentele cu umiditate scazuta este modul in
care continutul de grisimi afecteazi oxidarea lipidelor. In produsele din carne, concentratia de
grasime are un impact redus asupra ratelor de oxidare. Acest lucru se datoreaza faptului ca oxidarea
lipidelor din carne apare initial in membranele celulare, iar cresterea concentratiei de grasime prin
adaugarea lipidelor adipoase (triacilgliceroli) nu creste concentratiile de lipide ale membranei si,
prin urmare, are un impact redus asupra ratelor de oxidare (Min et al., 2008). In emulsiile de ulei
in apa, continutul de grasime poate creste ratele de oxidare a lipidelor daca concentratia de grasime
este crescutd in timp ce dimensiunea particulelor raméne constantd, deoarece aceasta va creste

suprafata lipidelor (Decker et al., 2017; Laguerre et al., 2017).

1.6. Influenta compusilor biologic activi asupra stabilititii oxidative a uleiurilor

vegetale

Compusii biologic activi sunt constituenti extra nutritionali care apar de obicei In cantitdti
mici in alimente. Acestea sunt studiate intens pentru a evalua efectele asupra sanatatii. Cercetarile
efectuate au aratat efectele protectoare ale dietelor pe baza de plante asupra bolilor cardiovasculare
si a cancerului (Kris-Etherton et al., 2002).

Compusii bioactivi sunt capabili s& moduleze procesele metabolice si sa demonstreze
proprietati pozitive, cum ar fi efectul antioxidant, inhibarea activitatii receptorilor, inhibarea sau
inducerea enzimelor si inducerea si inhibarea expresiei genelor (Carbonell-Capella et al, 2014).
Diversitatea structurilor chimice ale compusilor bioactivi influenteazd biodisponibilitatea si
proprietatile biologice, in timp ce factorii anti nutritionali pot scddea biodisponibilitatea anumitor

compusi sau pot inhiba enzimele de digestie (Septembre-Malaterre et al, 2018).
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1.6.1. Influenta antioxidantilor de sintezi asupra procesului oxidarii lipidice

Hidroxitoluenul butilat (BHT), hidroxianisolul butilat (BHA), tert-butilhidrochinona
(TBHQ) si o-tocoferolul, sunt cei mai des utilizati antioxidanti 1n industria alimentard pentru a
preveni oxidarea PUFA (McClements, 2016). Cu toate acestea, antioxidantii scad treptat din
favoarea consumatorilor dacd sunt de natura sintetica (Decker et al., 2017). Incapsularea poate
proteja in mod eficient PUFA-urile Tmpotriva oxidarii.

Cercetatorii au stabilit faptul ca antioxidantii naturali si sintetici ofera o protectie variabila
impotriva oxidarii uleiurilor vegetale induse de lumind, unde antioxidantii sintetici oferd o
protectie mai buna pe toata perioada de tratament si depozitare. (Ullah et al., 2003).

BHA are o stabilitate putin mai mare si, prin urmare, este mai eficient in special in
protejarea aromei si culorii alimentelor. Mai mult, BHA este mai eficient Tn conservarea
alimentelor care contin grasimi animale cu acizi grasi cu lant scurt, cum ar fi cele gasite in uleiurile
de nuca, de cocos si de palmier utilizate in produsele de cofetarie. Deoarece, BHT si BHA sunt
destul de volatile cu punctele lor de fierbere in jurul valorii de 265°C si respectiv 268°C, ele sunt,
de asemenea, utilizate in materialele de ambalare a alimentelor fie prin adaugare directd in
captuselile interioare ceruite, fie indirect ca emulsii, din care migreaza in aliment. BHT si BHA s-
au dovedit a avea efecte sinergice atunci cand sunt utilizate In combinatie, in special la nuci si
produse din nuci (Rangan et al., 2009).

Tert-butilhidrochinona (TBHQ) este un alt antioxidant important de sinteza cel mai des
utilizat in conservarea produselor alimentare care contin uleiuri pentru prajit. Din punct de vedere
chimic, TBHQ este un difenol si este disponibil comercial sub forma de solid de culoare bej, adica
solubil in grasimi la fel ca BHT si BHA datorita caracteristicilor structurale similare. Avand o
gama de puncte de fierbere de aproximativ 271,3-311,3°C, este mai putin volatil in comparatie cu
BHT si BHA (Naidu, 2000). TBHQ este un supliment eficient la procesul de hidrogenare a uleiului
lichid pentru a oferi stabilitate oxidativa crescuta si imbundtatirea culorii. In plus fata de utilizarea
sa ca aditiv singular, TBHQ s-a dovedit a avea efecte sinergice bune atunci cand este utilizat in
combinatie cu BHT si/sau BHA. Efectele sale stabilizante asupra lipidelor alimentare pot fi, de
asemenea, imbundtitite atunci cand sunt utilizate in combinatie cu agenti chelatori, cum ar fi acidul
citric, in substante precum uleiurile vegetale sau grasimile animale. Dar, utilizarea TBHQ cu galat
de propil (PG) este interzisa (Rangan et al., 2009).

Exista doar cativa antioxidanti sintetici, cum ar fi BHA, BHT, PG si TBHQ permise in
prezent pentru utilizarea in alimente ca conservanti, deoarece efectele toxice ale produselor de

degradare ale acestora sunt inca in studiu (Pravst et al., 2010). Chiar si pentru antioxidantii sintetici
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mentionati mai sus, Food and Drug Administration (FDA) cere ca prezenta lor sa fie mentionata
pe etichetele alimentelor impreund cu o explicatie a intentiei lor de utilizare. Nivelurile admise de
antioxidanti sintetici din alimente sunt stabilite pe baza continutului de grasimi din produsul

alimentar destinatar si sunt de obicei limitate la 0,02% antioxidanti totali (Poljsak et al., 2021).

.......

1.6.2. Influenta unor compusi bioactivi naturali asupra procesului oxidarii lipidice

Uleiurile comestibile contin in mod natural antioxidanti precum tocoferoli, tocotrienoli,
carotenoizi, compusi fenolici si steroli. Antioxidantii sunt uneori adaugati 1n mod intentionat in
ulei pentru a imbunatati stabilitatea oxidativa. Antioxidantii sunt compusi care prelungesc perioada
de inductie a oxidarii sau incetinesc rata de oxidare. Antioxidantii elimina radicalii liberi, cum ar
fi radicalii lipidici alchil sau radicalii peroxi lipidici, controlul metalelor de tranzitie, inhibarea
oxigenului singlet si inactivarea sensibilizatorilor. Antioxidantii pot dona atomi de hidrogen
radicalilor liberi, convertindu-i in produse non-radicale mai stabile (Decker, 2002).

Principalii antioxidanti donatori de hidrogen sunt compusii monohidroxi sau polihidroxi
fenolici cu diferite substitutii in inelul aromatic. Orice compus al carui potential de reducere este
mai mic decat cel al unui radical liber poate dona hidrogen acestui radical, cu exceptia cazului in
care reactia este cinetic nefavorabila. Potentialele standard de reducere a electronilor pentru
radicali alcoxi, peroxi si alchil ai acizilor grasi polinesaturati sunt 1600, 1000 si respectiv 600 mV
(Buettner, 1993). Potentialele standard de reducere a antioxidantilor sunt in general de 500 mV
sau mai mici. Acest lucru arata clar ca antioxidantii reactioneaza cu radicalii peroxi lipidici Tnainte
ca radicalii peroxi si reactioneze cu alte molecule lipidice pentru a produce un alt radical liber.
Orice radical fenoxi produs din reactia antioxidantului cu radicalul peroxid lipidic are energie mai
mica decat radicalul peroxid lipidic. Radicalii fenoxi sunt stabilizati prin efecte electromere,

generatoare de structuri de rezonanta (Fig. 1.4).

OH ROUOOH O- O O e}

Fig. 1.4. Stabilizarea prin rezonanta a radicalului fenoxi (Choe et al., 2006)

Chelatorii metalici precum acidul fosforic, acidul citric, acidul ascorbic si EDTA (acidul
etilendiamintetraacetic) reduc oxidarea uleiului intr-un mod indirect. Pot converti ionii de fier sau
cupru in complexe insolubile sau pot impiedica formarea complexelor dintre metale si
hidroperoxizi lipidici (Poljsak et al., 2021). Acidul citric a imbunatatit calitatea senzoriald a
uleiului de soia continand 1 ppm fier in timpul depozitarii la 55°C (Min et al., 1983b). Acidul citric

este adesea adaugat la uleiul din industrie pentru a reduce oxidarea acestuia in timpul depozitarii
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inainte de procesare. (Choe et al., 2006) au raportat ca efectele antioxidante ale acidului citric au
crescut odata cu cresterea continutului acestuia; si mai mult de 150 ppm acid citric a fost necesar
pentru a depasi efectul catalitic al 1 ppm fier.

Cand uleiul vegetal contine 0,1 ppm sau mai putin fier, cum ar fi in uleiul rafinat
dozodorizat, nu este necesara practica obisnuitd de a adduga aproximativ 150 ppm acid citric in
ulei pentru imbunatatirea stabilitatii oxidative (Choe et al., 2006; Decker et al., 2017). Unii
antioxidanti inhiba 'O sau sensibilizatori excitati. 'O, este inhibat fizic si chimic. In inhibarea
fizica, '0; este transformat in 3O; fie prin transfer de energie, fie prin transfer de sarcina si nu
exista oxidare a antioxidantilor. In inhibarea chimic, antioxidantii reactioneaza cu 'O; si produc
antioxidanti oxidati (Akoh et al., 2002).

Clorofilele sunt pigmenti obisnuiti prezenti in uleiul vegetal comestibil. Uleiul de masline
virgin si uleiul de rapita contin clorofild de la 5 sau 10 ppm pana la 35 ppm (Salvador et al., 2001).
Uleiul de masline virgin contine, de asemenea, feofitina de la 4 pana la 15 ppm (Psomiadou et al.,
2002). Concentratiile de clorofila in uleiurile de soia brute si decolorate sunt de 0,30 si 0,08 ppm,
respectiv (Decker, 2002; Frankel et al., 2012). Clorofilele sunt in general indepartate in timpul

procesarii uleiului, in special in procesul de albire (Tabelul 1.6).

Tabelul 1.6. Continutul de clorofile in uleiul vegetal pe parcursul procesarii (ppm)*

Ulei Clorofila a Feofitina o Feofitind B | Pirofeofitind a | Pirofeofitina f§
Extract 1,88 3,31 1,34 16,57 3,13
Degumat 0,27 7,16 1,07 9,40 1,84
Rafinat 0,22 6,27 1,12 9,13 1,79
Albit - 0,56 0,32 0,21 0,25

*dupa Suzuki et al., 1993.

Clorofilele si derivatii de clorofile (feofitine, feoforbide) actioneaza ca sensibilizatori
pentru a produce 'O, in prezenta luminii si a *O> atmosferice si accelereaza oxidarea uleiului
(Kashyap et al., 2021). Feofitinele au o activitate sensibilizantd mai mare decat clorofilele, dar mai
mica decat cea a feoforbidelor (Psomiadou et al., 2002; Frankel, 2012). Uleiul vegetal purificat
prin cromatografie pe coloana cu acid silicic nu continea clorofile si nu producea substante volatile
sub lumina la 10 °C, dar uleiul vegetal purificat cu clorofild addugata si uleiul vegetal rafinat a
produs substante volatile in spatiu 1n aceleasi conditii experimentale (Lee, 2004; Mordi et al.,
2020). De asemenea, s-au produs cantitati apreciabile de substante volatile in ulei care contine
clorofila doar la lumina, dar nu si in intuneric. Formarea substantelor volatile in uleiul vegetal sub
lumina la 10°C a crescut odata cu cresterea concentratiei de clorofila. A fost aratat cd oxidarea

uleiului de masline virgin care contine feofitind a fost acceleratd de iluminarea cu lumina
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fluorescenta. Desi clorofilele sunt prooxidanti puternici sub lumina, actionand ca un sensibilizant
pentru a produce 02, acestia actioneazd ca antioxidanti in intuneric, posibil donand hidrogen
radicalilor liberi (Kanavouras et al., 2005; Kashyap et al., 2021).

Tocoferolii sunt cei mai importanti antioxidanti prezenti in uleiul comestibil. Grasimile
animale contin si tocoferoli, dar la concentratii mai mici (Tabelul 1.7). Uleiurile vegetale floarea-
soarelui, soia, rapita si uleiurile de porumb contin cantitati relativ mari de tocoferoli.

Uleiul de floarea soarelui contine cea mai mare cantitate de tocoferoli (648,9 ppm) in
comparatie cu alte uleiuri vegetale. Uleiul de palmier nu contine cantitati mari de tocoferoli (118
pana la 146 ppm); cu toate acestea, contine o concentratie mai mare de tocotrienoli, adica a-, y -
si d-tocotrienoli la 211, 353 pana la 372 si respectiv 56 pand la 67 ppm (Al-Sager et al., 2004).
Uleiul de sofranel contine, de asemenea, y - si d-tocotrienoli in plus fata de tocoferoli de la 3,8 la

7,0 si respectiv de la 7,5 la 8,4 ppm (Lee, 2004).

Tabelul 1.7. Continutul de tocoferol in grasimi*

. Tocoferol (ppm)

Ulei a i} Y o Total
Floarea- 613,0 17,0 18,9 - 648,9
soarelui
Soia 116,0 34,0 737,0 275,0 1162
Rapita 272,1 0,1 4232 - 695.4
Porumb 134,0 18,0 412,0 39,0 603
Susan prijit 4 - 584 9 597
Rapita (tehnic) 252 - 314 - 566
Sofran 386-520 8,6-12.4 2,4-1,7 - 397-540
Misline 168-226 - - - 168-226
Seu de vita 30,4 - 3.8 - 34,2
Untura 18,0 - - - 18,0

*dupd Lee, 2004; Ergoniil et al., 2014.

Continutul de tocoferol al uleiurilor comestibile este afectat de soiul, prelucrarea si depozitarea
uleiului (Deiana et al., 2002). Continutul de tocoferol al uleiului de susan variaza intre 404 si 540 ppm
in functie de soiuri (Hsu et al., 2017). Continutul de tocoferol al uleiului de rapita este de 794 si 749
ppm pentru uleiul extras cu hexan si respectiv uleiul presat (Deiana et al., 2002). Procesul de rafinare,
in special dezodorizarea, reduce continutul de tocoferol (Jung et al., 1989; Reische et al., 2002; Eidhin
et al., 2003). Uleiul de soia brut, decolorat si dezodorizat contine tocoferoli la 1670, 1467 si respectiv
1138 ppm (Mordi et al., 2020). n uleiul de masline virgin, concentratia de o-tocoferol a scizut odati
cu timpul de depozitare a uleiului in intuneric (Deiana et al., 2002).

Nu a mai fost detectat tocoferolul in uleiul de masline depozitat in intuneric la temperatura

camerei timp de 12 luni (Morell6 et al., 2004). Tocoferolii concureaza cu grasimile si uleiurile
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mai repede de la 104 pand la 109 M~'s™! decét cu lipidele (10 1a 60 M~'s™!). O molecula de tocoferol
poate proteja aproximativ 103 pand la 108 molecule de acizi grasi polinesaturati la o valoare
scazuta a indicelui de peroxid (Ghosh et al., 2019). Tocoferolii pot transfera un atom de hidrogen
la gruparea 6-hidroxi a inelului sau croman in lipide radicali peroxi si elimina radicalii peroxi.
Tocoferolul (T), cu un potential de reducere de 500 mV, doneaza hidrogen radicalilor peroxidici
lipidici (ROO-) care au un potential de reducere de 1000 mV si produce hidroperoxid de lipide
(ROOH) si radicali tocoferoxici (T-). Radicalii tocoferoxi sunt mai stabili decat radicalii peroxidici
lipidici datorita structurilor de rezonanta. Aceasta in cele din urma incetineste rata de oxidare a
uleiului in etapa de propagare a autoxidarii.

Viteza de reactie a radicalilor peroxi in acizii stearici si oleici cu a-tocoferol a fost raportata a
fi de 2,8%106 si respectiv 2,5x106 M~'s™! (Traber et al., 2007). Radicalii tocoferoxi pot interactiona cu
alti compusi sau intre ei, in functie de ratele de oxidare a lipidelor. Radicalii tocoferoxi reactioneaza
intre ei la rate scazute de oxidare a lipidelor si produc tocoferil-chinona si tocoferol.
produc complexe tocoferol-peroxi lipidici ([T-OOR]); acestea pot fi hidrolizate in tocoferil-

chinona si hidroperoxid de lipide (Mollica et al., 2020) (1.3):

T+ ROO™ ->T-+ROOH
T:+T-> T+ Tocoferil chinoni (1.3)
T-+R0O0 - [T — O0R] — Tocoferil chinona + ROOH

Eficacitatea tocoferolilor ca antioxidanti depinde de izomeri si de concentratia
tocoferolilor. Activitatea antiradicalicd a tocoferolilor este cea mai ridicata in d-tocoferol urmata
de vy -, B- si a-tocoferol (Reische et al., 2002). a-Tocoferolul a fost mai eficient in reducerea oxidarii
uleiului decét y-tocoferolul pana la 200 ppm si mai putin eficient peste aceastd concentratie (Hira
et al., 2019). Concentratia optima de tocoferoli ca antioxidanti este dependenta de stabilitatea lor
oxidativa; cu cat stabilitatea oxidativa a tocoferolului este mai micd, cu atit este mai mica
concentratia optima de tocoferol pentru activitatea antioxidanta maxima. a-Tocoferolul, care este
cel mai putin stabil dintre izomerii tocoferolului, a aratat activitate antioxidantd maxima la 100
ppm in oxidarea uleiului de soia la 55°C 1n intuneric, dar concentratiile optime de y - si d-tocoferoli
ca antioxidant au fost 250 ppm si respectiv 500 ppm (Biglar et al., 2012). Tocoferolii, in special o-
tocoferolul, actioneaza ca pro-oxidanti atunci cand sunt prezenti In concentratii mari in uleiuri vegetale
prin propagarea radicalilor liberi, in functie de concentratia de hidroperoxid (Bakir et al., 2013).

Cand concentratia radicalului peroxid lipidic este foarte scazuta, radicalul tocoferoxi sustrage

hidrogenul din lipide si produce radical tocoferol si lipid alchil; cu toate acestea, viteza de reactie
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este foarte mica. Formarea radicalilor alchil lipidici de catre tocoferoli accelereaza oxidarea lipidelor,
care se numeste peroxidare mediata de tocoferol (Yamamoto, 2001; Jerzykiewicz et al., 2013). Cea
mai mare activitate prooxidantd a fost prezentatad de o-tocoferol, urmatd de y- si 6-tocoferol in
autooxidarea uleiului de soia (Javidipour et al., 2017). Adaugarea de 100 ppm a-tocoferol a crescut
oxidarea uleiului de masline rafinat intr-un stadiu incipient de autooxidare; cu toate acestea, o-
tocoferol adaugat la uleiul de masline rafinat sau untura de porc moderat oxidatd a scazut
semnificativ oxidarea uleiului (Nieva-Echevarria et al., 2020). Valoarea limita pentru a-tocoferol ca
prooxidant in oxidarea uleiului de masline virgin a fost de 60 pana la 70 ppm. Cand initial era mai
putin a-tocoferol prezent in ulei, valoarea limitd pentru activitatea prooxidanta a fost atinsa mai rapid
(Deiana et al.,, 2002). Activitatea prooxidantd a a-tocoferolului a scdzut odatd cu cresterea
temperaturii chiar si la o concentratie mare (Hira et al., 2019). Acidul ascorbic (Asc) poate reduce

radicalul tocoferoxi si poate preveni peroxidarea mediatd de tocoferol (Yamamoto, 2001) (1.4):

T+RH->T+R-
R-+ 0, - ROO - (1.4)
T -+Asc —» T + Acid dehidroascorbic

Tocoferolii oxidati cresc oxidarea uleiului de soia, iar activitatea prooxidanta a fost cea mai
mare 1n a-tocoferol oxidat, urmata de vy - si d-tocoferol oxidat (Altemimi et al., 2017). Prevenirea
oxidarii tocoferolului si indepartarea tocoferolilor oxidati in timpul procesdrii uleiului sunt
recomandate pentru a imbunatati stabilitatea oxidativa a uleiului.

In plus fata de activitatea de inhibare a radicalilor liberi, tocoferolii scad oxidarea uleiului
de soia sub lumina doar cu inhibarea 'O2 (Kashyap et al., 2021). Rata de inhibare a 'O cu a-
tocoferol a fost raportat a fi 2,7x107M~'s™! (Mordi et al., 2020). Efectul de inhibare a 'O in
oxidarea uleiului de soia sub lumina depinde de concentratia tocferolului si de tipul acestuia; la
1x107*M, activitatea prooxidantd a fost in ordinea descrescatoare a a-, y - si 8- tocoferol; totusi,
nu a existat nicio diferentd semnificativa in activitatea de inhibare a 'O in randul tocoferolilor la
4x103M (Rastogi et al., 2014). Tocoferolii pot forma un complex de transfer de sarcina
([T+7'02]") cu 'O, prin donarea de electroni la 'O,. Starea singlet a complexului tocoferol — 'O
suferd o intersectie intersistemica in starea triplet ([T+'02]?) si produce 30 si tocoferol mai putin
reactivi (Rastogi et al., 2014).

Deoarece aceasta nu implica reactii chimice Intre tocoferol si 'O, se numeste inhibare fizica (1.5):

T+105- — [T+7102]" = [T + 'O — T + 30, (1.5)
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Carotenoizii sunt un grup de tetraterpenoizi constand din unitdti izoprenoide.
Legaturile duble in carotenoizi sunt conjugate si de obicei sunt toate forme trans-. f-
Carotenul este unul dintre cel mai studiat carotenoid. Uleiurile comestibile, in special
uleiurile nerafinate, contin f-caroten. Uleiul de palmier brut si oleina de palmier rosie contin
de la 500 péana la 700 ppm de carotenoizi (Bonnie et al., 2000). Uleiul de masline virgin
contine de la 1,0 pana la 2,7 ppm pf-caroten, precum si de la 0,9 pana la 2,3 ppm luteina
(Psomiadou et al., 2002). B-Carotenul poate incetini oxidarea uleiului prin filtrare usoara,
inhibarea 'O, inactivarea sensibilizatorului si eliminarea radicalilor liberi. A fost raportat
ca oxidarea uleiului de masline care contine numai f-caroten sub actiunea luminii la 25°C a
fost redusa prin filtrarea unei anumite energii luminoase, in principal intre 400 si 500 nm
(Fakourelis et al., 1987). In co-prezenta clorofilelor, f-carotenul a scizut oxidarea uleiului
vegetal depozitat sub lumina prin inhibarea 'O, (Rastogi et al., 2014; Mordi et al., 2020).

Inhibarea !0, de catre carotenoizi se face in principal prin transferul de energie de la 'O
la carotenoizi, fara a genera produse oxidate. Carotenoizii excitati revin la starea fundamentalad

prin degajarea caldurii (1.6):
10, + 1Carotenoid~ — 30, + 3Carotenoid * 3Carotenoid™ — Carotenoid + Q (1.6)

Un mol de B-caroten poate inhiba 250 pana la 1000 de molecule de 'O> la o rata de
1,3x10'°M's™! (Van Dyck, 2010). Inhibarea 'O, a carotenoizilor depinde de numarul de legaturi
duble conjugate (Beutner et al., 2001). Carotenoizii avand cel putin 9 legituri duble conjugate
actioneazd ca un agent de inhibare eficient al 'Os; B-carotenul, licopenul si luteina sunt buni
inhibitori a 'O»; cu toate acestea, fitoena, fitofluena si {-carotenul, care sunt precursori compusi ai
licopenului, nu sunt. Activitatea de inhibare a 'Oz a carotenoizilor creste odatd cu cresterea
numarului de legaturi duble conjugate (Foss et al., 2004). Licopenul si a-carotenul demonstreaza
o capacitate mai mare de inhibare a 'O, decat f-caroten (Young et al., 2018). Carotenoizii
inactiveaza sensibilizatorii excitati fizic absorbind energia din sensibilizatori. Carotenoizii excitati
revin la starea fundamentald prin transferarea energiei in ulei (Lee, 2004; Heymann et al., 2015)
au raportat ca f-carotenul cu un potential ridicat de reducere a unui electron de 1060 mV a avut
mari dificultati in donarea hidrogenului la radicalul alchil (E° = 600 mV) sau radical peroxi (E° =
770 pana la 1440 mV) al acidului gras polinesaturat.. Studiul de rezonantd magnetica nucleara a
aratat ca f-carotenul nu a donat un atom de hidrogen pentru a inhiba acesti radicali liberi (Lee,
2004). Cu toate acestea, f-carotenul poate dona hidrogen la radicalul hidroxi, care are un potential

ridicat de reducere (2310 mV), si produce un radical caroten (Car-). Un caroten radical este o
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specie destul de stabild datorita delocalizarii electronilor nepereche prin sistemul sdu polienic
conjugat. La o concentratie scazutda de oxigen, un caroten radical poate reactiona cu alti radicali,

cum ar fi radicalii lipoxi peroxi si poate forma produse neradicalice (Beutner et al., 2001) (1.7):

Car + HO- —Car: + H,O
Car- + ROO: —Car — OOR

(1.7)

Un radical peroxi lipidic poate interactiona cu f-caroten si produce radical caroten peroxi (ROO-
Car-), 1n special la o cantitate mai mare de 150 mm Hg de oxigen (Heymann et al., 2015). Radicalul
caroten peroxi reactioneaza cu 30z si apoi cu moleculele lipidice si produce radicali alchil lipidici, care

propaga reactia in lant a oxidarii lipidelor (Kim, H. J. et al., 2007; Petrou et al., 2018) (1.8):

ROO- + Car — ROO — Car-
ROO - Car+ 30, — ROO — Car — 00- (1.8)
ROO — Car — O0O-+ RH — ROO — Car — OOH + R~

Activitatea antioxidantd a f-carotenului nu a fost detectatd in uleiul vegetal depozitat in
intuneric (Lee, 2004). in timpul fotooxidarii uleiului in vase deschise, f-carotenul a intensificat
oxidarea uleiului, dar co-prezenta tocoferolilor a scazut oxidarea uleiului (Jerzykiewicz et al.,
2013). Activitatile antioxidante ale carotenoizilor prin donarea de hidrogen ramén controversate.
p-Carotenul poate dona, de asemenea, electroni radicalilor liberi si poate deveni un radical cation
de f-caroten, Car-* (Mortensen et al., 2001). Transferul de hidrogen sau electroni de la carotenoizi
la radicalii liberi depind de potentialele de reducere ale radicalilor liberi si ale structurilor chimice
ale carotenoizilor, in special de prezenta gruparilor functionale care contin oxigen (Che et al.,
2016). Radical cationul de f-caroten are potential relativ ridicat standard de 1-electron de reducere
(1060 mV) si nu reactioneaza usor cu oxigenul pentru a forma peroxid (Edge et al., 2000). Radical
cationul de f-caroten poate interactiona cu radicalii alchil, alcoxi sau peroxi formati in uleiul
vegetal 1n timpul oxidarii. A fost raportat ca f-carotenul a fost un prooxidant in oxidarea uleiului
vegetal in intuneric datoritd mecanismului de transfer de electroni, mecanism studiat pe 2, 2-
difenil-1-picrilhidrazil prin spectroscopia RMN (Min et al., 2003). Carotenoizii sunt degradati de
hidroperoxizi in hidroxil- sau epoxi-caroten, iar degradarea incetineste la o concentratie mai mare;
rata de degradare a carotenilor este licopen> S-caroten = a-caroten (Anguelova et al., 2000).

Compusii fenolici. Alti compusi fenolici decat tocoferolii din uleiurile comestibile
exercitd, de asemenea, activitate antioxidantd. Uleiul de susan, care contine o cantitate mare de
acizi grasi nesaturati (Indice de lod=109), are o buna stabilitate oxidativa (Tan et al., 2002). Rata
de autooxidare a uleiurilor de susan la 60°C a fost mult mai mica decéat cea a uleiului de porumb,

a uleiului de sofran si a unui amestec de uleiuri de soia si rapita (Prescha et al., 2014). Uleiul de
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susan prdjit a fost mai stabil pentru oxidare decat uleiul de susan neprdjit (Elleuch et al., 2007).
Stabilitatea oxidativa remarcabila a uleiului de susan se datoreaza prezentei compusilor lignanici,
precum si a tocoferolilor (Bhat et al., 2014; Prescha et al., 2014).

Compusii lignanici din uleiul de susan includ sesamin, sesamol, sesamolin, sesaminol si
sesamolinol. Sesaminul este compusul lignanic predominant 1n uleiul de susan neprajit (474 ppm)
urmat de sesamolin (159 ppm). Concentratia de sesamol in uleiul de susan neprajit a fost mai mica
de 7 ppm (Dachtler et al., 2003; Bhat et al., 2014), cu toate acestea, uleiul de susan préjit contine

o concentratie mai mare de sesamol (36 ppm) decat uleiul neprgjit (Kim et al., 2003).

Tabelul 1.8. Compusii fenolici in uleiul vegetal*

3.,4-dihidroxifeniletanol (3,4-DHPEA, hidroxitirozol), p-
Alcooli fenolici hidroxifeniletanol (p-HPEA, tirozol), 3,4-dihidroxifeniletanol
glucozida

Acid vanilic, acid siringic, acid p-cumaric, acid o-cumaric, acid
Acid fenolic si derivatii acestuia galic, acid protocatechuic, acid p-hidroxibenzoic, acid ferulic,
acid cinamic, 4-(acetoxietil)-1,2-dihidroxibenzen, acid benzoic
Forma dialdehidica a acidului elenoic legat la 3,4-DHPEA, Forma

Secoiridozi dialdehidica a acidului elenoic legat la p-HPEA, derviti ai p-
HPEA

Lignani 1-acetoxipinoresinol, 1-hidroxipinoresinol

Flavonoide Apigenind, luteolina

*dupa: Servili, M. et al., 2002

Sesamolul este produs prin hidroliza sesamolinului in timpul procesarii uleiului, cum ar fi
incélzirea si albirea (Kim et al., 2005; Prescha et al., 2014). Sesamolul este transformat in dimer
de sesamol si apoi in dimer de quinamon de sesamol (Hsu et al., 2007; Kumar et al., 2009).
Sesamolul si sesaminolul au prezentat o activitate antioxidantd mai mare decat sesaminul in
autoxidarea uleiului de floarea-soarelui prin eliminarea radicalilor (Dachtler et al., 2003).
Sesamolul actioneaza ca un antioxidant In oxidarea in prezenta luminii cat si In intuneric.

Uleiul de masline, care este foarte stabil la autooxidare (Guillén et al., 2002), contine
compusi fenolici si tocoferoli. Compusii fenolici din uleiul de masline includ tirozolul (4-
hidroxifeniletanol), hidroxitirosol (3,4-dihidroxifeniletanol), acizi hidroxibenzoici, oleuropeina,
acid cafeic, acid vanilic, acid p-cumaric si derivati ai tirozolului si hidroxitirosolului (Javidipour
et al., 2017; Nieva-Echevarria et al., 2020), prezentate in

Tabelul 1.8. Continutul de tirozol, hidroxitirosol si acizi fenolici in uleiul de masline a fost
de 34,9; 37,8 si respectiv 36,3 ppm (Keceli et al., 2002). Compusii fenolici din uleiul de masline
au actionat ca antioxidanti in principal in stadiul initial al autooxidarii (Deiana et al., 2002) prin

eliminarea radicalilor liberi si chelarea metalelor (Bektasoglu et al., 2006). Hidroxitirosolul a fost
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cel mai eficient antioxidant in oxidarea uleiului de masline (Bendini et al., 2007; Lanza et al.,
2020; Nguyen et al., 2020).

Dintre compusii fenolici, o-difenolii, cum ar fi acidul cafeic, sunt oxidati in chinone de cétre
ioni ferici si devin ineficienti in inhibarea reactiilor in lant ale radicalilor liberi dependenti de fier in
ulei (Keceli et al., 2002). Cu toate acestea, hidroxitirosolul, tirozolul, acizii vanilici si acidul p-
cumaric nu au fost oxidati de ionii ferici. (Fki et al., 2005) au raportat efecte de inhibare ale acidului
3.,4-dihidroxifenilacetic prezent in apele uzate dupa obtinerea uleiului de masline asupra oxidarii
uleiurilor rafinate de masline. Acidul clorogenic si acidul cafeic sunt principalii acizi-fenoli gasiti in
uleiul de floarea-soarelui (De Leonardis et al., 2003). S-a raportat efecte prooxidante ale acizilor
fenolici polari precum quercetina si acidul galic asupra uleiului de rapitd in prezenta fierului la

pH=3,0, datorita capacitatii crescute de reducere a fierului (Osborne et al., 2003).

1.7. Stabilitatea oxidativa a uleiurilor vegetale in alimente complexe si impactul lor

asupra calitatii

Calitatea produsului alimentar este foarte important care influenteaza comportamentul
consumatorului, in special cand vine sa procure §i sd consume acest produs. Din punctul de vedere
a consumatorului de produse alimentare, aroma reprezintd una dintre cei mai importanti indicatori
ai calitatii produsului alimentar. Statisticile de consum a tarilor cu un nivel inalt de dezvoltare ferm
demonstreaza acest lucru. Aroma diferitor produse alimentare poate suferi modificari majore in
timpul prelucrdrii materiei prime, procesdrii §i obtinerii produsului finit, cat si in timpul
depozitarii. Componentele care formeaza aroma primara pot fi distruse, si altele secundare pot fi
formate, deobicei in beneficiul produsului final obtinut, ca exemplu, putem mentiona procesele de
maturare. Oricum, destul de des astfel de modificari conduc la pierderea unor calitdti senzoriale
importante a alimentului. Aceasta se referd in special produselor cu continut ridicat de grasimi,
care sunt predispuse oxidarii. Oxidarea lipidelor este urmata de aroma i miros neplacut de alterat
care indica calitatea proasta a alimentului. Acizii grasi nesaturati, care sunt predispusi autooxidarii,
predomina in uleiurile comerciale, ceea ce afecteaza calitatea si termenul de valabilitate a acestora.

Uleiul este usor perisabil datoritd factorilor de mediu, prezenta metalelor. In forma pura,
uleiurile pot fi protejate prin utilizarea antioxidantilor. Mai complicata este problema uleiului din
matricea alimentului, unde are loc intensificarea proceselor oxidative datoritd enzimelor
(lipooxigenaza, lipaza), factori tehnologici etc.

Oxidarea acizilor grasi in alimente duce la formarea compusilor volatili, dintre care

majoritatea au un miros neplacut si sunt responsabili de modificarea aromei in industria alimentara.
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Din acest motiv, este important de determinat nu doar starea initiald a uleiului dar si stabilitatea
oxidativa a acestuia. Mai multe teste au fost elaborate pentru a determina perioada de inductie a
uleturilor, potrivit lui Coppin si Pike senzatia de ranced sesizatd prin examenul organoleptic
realizat de om este ultimul test pentru a determina perioada de inductie. Aceasta ,,perioada de
inductie” poate fi definitd ca timpul necesar unei grasimi sau ulei de a deveni ugor ranced
determinat de un panou senzorial (Wasowicz et al., 2004).

Ca rezultat a autooxidarii acizilor grasi, se formeazad monohidroperoxizii care initial sunt
fara miros, care mai tarziu se descompun in compusi volatili. Acest grup cuprinde: aldehide,
cetone, alcooli, acizi, hidrocarburi etc. Din cauza rezistentei scizute la aparitia mirosului pentru
majoritatea componentelor, prezenta produsilor de degradare a hidroperoxizilor volatili chiar si
intr-o cantitate mica influenteaza proprietatile senzoriale a uleiurilor si a produselor cu continut
ridicat de grasimi. Cresterea concentratiei de carbonili in prezenta cuprului pro-oxidant, mirosul
original al uleiului este inlocuit cu un miros alterat, de stricat, neplacut.

Potrivit lui Lawless, capacitatea omului de a mirosi este consideratd de baza in stabilirea
calitatii alimentului din punct de vedere a aromei si mirosului (Lawless et al., 2010). Analiza
compusilor volatili, deseori fiind situata pe locul doi dupa analiza senzoriala, utilizatd pentru a
evalua oxidarea lipidicad in ceea ce priveste utilitatea lor. Orice metoda chimica utilizata pentru a
determina termenul lor de valabilitate trebuie strict corelate cu analiza senzoriald. Doar analiza
senzoriala poate detecta aromele si mirosul care ne aratd sau nu prezenta proceselor de degradare
oxidativa sau non-oxidativa (Wasowicz et al., 2004).

Emulsiile sunt sisteme termodinamice instabile care necesitd stabilizatori, cum ar fi
emulgatori sau modificatori de texturd, pentru a preveni separarea gravitationald, flocularea,
coalescenta, si maturarea Oswald (Homma et al., 2015; McClements, 2016). Emulsiile
conventionale ulei/apd se prepard adesea prin omogenizarea uleiului si a unei solutii de emulgator
solubil in apa. Omogenizatoarele pot fi agitatoare cu forfecare mare, omogenizatori de inalta
presiune, mori coloidale, omogenizatori cu ultrasunete $i omogenizatori cu membrana.
Caracteristicile picaturilor dorite pot fi manipulate prin modificari ale tipului de omogenizator,
conditiile de functionare ale omogenizatorului, precum si tipul si concentratia emulgatorului. De
exemplu, dimensiunea picaturilor de ulei-in-apa.

Este important de a asigura stabilitatea oxidativda a alimentelor prin utilizarea
antioxidantilor. Antioxidantii sintetici sunt utilizati in locul celor naturali deoarece au un pret
redus, sunt pe larg raspandite si accesibile (Saad et al., 2007). Existd mai multe studii publicate
care indica o relatie intre aportul pe termen lung de antioxidanti sintetici si unele probleme de

sdnatate, cum ar fi alergiile cutanate, problemele tractului gastro-intestinal i, In unele cazuri, a
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crescut riscul de cancer (Jeong et al., 2005; Randhawa et al., 2009; Engin et al., 2011). O
alternativa ar fi utilizarea antioxidantilor naturali din surse regenerabile. Antioxidantii naturali sunt
compusi derivati de plante si alte organisme vii cu un potential puternic de a inhiba stresul oxidativ
prin controlul formadrii radicalilor liberi, eliminarea radicalilor liberi, intreruperea reactiilor in lant
mediate de radicalii liberi si prevenirea procesului de peroxidare a lipidelor (Ramana et al., 2018).

Uleiul comestibil contine adesea antioxidanti multicomponenti si demonstreaza
interactiunile dintre acestia. Chelatorul de metale si un agent de eliminare a radicalilor liberi
demonstreaza activitati antioxidante mai bune in autooxidarea uleiului atunci cand sunt prezenti
impreund decat atunci cand sunt folositi separat.

Capacitatea antioxidantd imbunatatitd a uleiului printr-o combinatie de chelator metalic si
antioxidant care elimind radicalii liberi este cauzatd in principal de actiunea chelatorului la etapa de
initiere a oxidarii si cea de inhibare a radicalilor liberi la etapa de propagare. Deoarece tocoferolii sunt
cei mai comuni antioxidanti din uleiul comestibil, acestia au fost folositi in cercetarea interactiunilor
dintre antioxidanti. a-Tocoferolul a prezentat efecte sinergice cu -caroten pentru scaderea autoxidarii
(Ergoniil et al., 2014) si oxidarea fotosensibilizata a uleiului de soia (Azeredo et al., 2004; Frankel et al.,
2012). Efectele sinergice ale tocoferolului si B-carotenului au sugerat ca se datoreaza protectiei f-
carotenului impotriva degradarii de catre tocoferoli (Shibasaki-Kitakawa et al., 2004). a-Tocoferolul
prezintd sinergism cu acidul ascorbic si fosfolipide. Acidul ascorbic doneaza hidrogen radicalului
tocoferoxi produs din reactia dintre radicalul lipoxic peroxic si tocoferol si apoi regenereaza tocoferolul.
Partea azotata a fosfatidiletanolaminei si fosfatidilcolinei sau zaharuri reducétoare de fosfatidilinozitol,
doneaza hidrogen sau electroni catre tocoferoli si intarzie oxidarea tocoferolilor la tocoferil-chinona (Hsu
et al., 2007; Bhat et al., 2014). Sesamol si sesaminol au prezentat activitati antioxidante sinergice cu vy -
tocoferolul in autoxidarea uleiului de floarea-soarelui (Dachtler et al., 2003). O combinatie de 11 ppm f-
caroten, 30 ppm acid citric, 3 la 4 ppm Tinuvin P si 150 pana la 200 ppm TBHQ au scazut rata de oxidare
a uleiului de soia 1n timpul depozitarii la 25 °C sub lumina timp de 6 luni (Azeredo et al., 2004).

Sinergismul dintre antioxidanti este afectat de concentratia de hidroperoxid. Autooxidarea
uleiului de masline a fost mai mica atunci cand a- tocoferolul si compusii fenolici au fost folositi
impreund decat atunci cand este utilizat separat (Velasco et al., 2004); cu toate acestea, o-
tocoferolul a exercitat un efect negativ asupra antioxidarii uleiului de masline de céatre compusii
fenolici precum tirozolul sau oleuropeinul in perioada de formare scazutd a hidroperoxidului, de
exemplu, mai putin de 20 meq (Saad et al., 2007).

Dezvoltarea de noi produse alimentare pare a fi din ce 1n ce mai dificila, deoarece trebuie
si respecte satisfactia consumatorilor, in special in ceea ce priveste alimentele sanitoase. In aceasta

preocupare, alimentele complexe care au beneficii pentru sdnatate in plus fatd de continutul
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nutritional si 1n special alimentele cu grasimi reduse sunt de mare importantd (Miele et al., 2010;
Razavi, 2014). Din punct de vedere al marketingului, este vital sa stim despre importanta afirmatiei
de sanatate a alimentelor complexe (Flamminii et al., 2020).

In ultimele decenii, numarul studiilor, referitoare la produsele comestibile cu continut
scdzut de grasimi, a crescut, avand in vedere considerabil bolile precum obezitatea, bolile
cardiovasculare si cancerul (Chang et al., 2017). Grasimile, ca un component substantial al
alimentelor, au fost de multd vreme remarcate ca fiind principala sursd de energie si satietate.
Treptat, au fost recunoscute si alte beneficii ale produselor comestibile ca purtitori de vitamine
liposolubile si surse majore de acizi grasi esentiali (Emadzadeh et al., 2015). Cu toate acestea, din
cauza schimbarilor stilului de viata si a lipsei unui echilibru intre aportul si cheltuielile de energie,
obezitatea a crescut la nivel global (Aganovic et al., 2018). Avand in vedere consumul excesiv de
grasimi ca factor decisiv in obezitate, productia de alimente cu continut scazut de grasimi a stimulat
multe interese de cercetare (Ma et al., 2013). In acest sens, s-au dezvoltat mezeluri, smantina, iaurt
si maionezd fara grasimi si cu continut scizut de grisimi (Sun et al., 2018). In acest sens,
producétorii de maioneza tind acum sa produca maioneza cu continut scazut de grasimi, deoarece

uleiul este de obicei cel mai scump ingredient al maionezei (Depree et al., 2001).

1.8. Concluzii la capitolul I
Studiul bibliografic realizat cu privire la analiza stabilitatii oxidative a uleiurilor vegetale
si a impactului surselor vegetale cu potential antioxidant asupra incetinirii proceselor oxidative a
produselor alimentare au permis formularea urméatoarelor concluzii:
e  Fabricarea produselor alimentare sigure, inofensive si bogate in nutrienti si substante minerale
reprezinta una din preocupdrile de baza a intreprinderilor din domeniu i a cercetatorilor.
e Utilizarea materiilor prime autohtone reprezintd un avantaj deosebit pentru a reduce
considerabil preturile de producere, astfel incat si pretul pe piatd a produsului finit sa fie accesibil.
e Procesul de oxidare reprezintd unul dintre cele mai raspandite cauze de alterare a
produselor alimentare, in special cele cu continut lipidic sporit. Procesul poate fi incetinit cu
ajutorul compusilor biologic activi cu caracter antioxidant, care se gasesc din belsug in fructele
si pomusoarele autohtone.
e Posibilitatea de elaborare a tehnologiei de obtinere a extractelor liposolubile din pudre
vegetale cu capacitate antioxidantd reprezinta o posibilitate bunad de a inlocui aditivii sintetici
cu cei naturali in vederea obtinerii produselor alimentare complexe sigure si cu un termen de

valabilitate sporit.
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2. MATERIALE SI METODE

In acest capitol sunt descrise materiile prime si reactivi utilizate in cadrul cercetirilor
realizate; sunt descrise metodele fizico-chimice de analiza a extractelor liposolubile din surse
vegetale si de identificare a produsilor oxidarii lipidice; este descrisd metodologia de determinare

a indicatorilor de calitate a extractelor liposolubile si a produselor alimentare complexe elaborate.

2.1. Materiale utilizate pentru cercetare

2.1.1. Caracteristica materiei prime vegetale

Ulei vegetal de floarea soarelui. Ca sursa de ulei vegetal, pe plan mondial, floarea soarelui
ocupa locul patru, dupa soia, palmier si rapita. Uleiul de floarea soarelui este un amestec de:

o 95% trigliceride;
e 5% acizi grasi liberi;

Este un ulei semnificativ caracterizat printr-un indice de iod de 132 g I,/100g si un indice
de aciditate de 0.05 mg KOH/g, el nu contine poluanti periculosi cum sunt: benzen, plumb sau
metale grele. Semintele de floarea—soarelui contin 33-56% ulei, cu valoare alimentara ridicata,
conferitd de prezenta acizilor grasi nesaturati, reprezentati in cea mai mare parte de:

e acidul linoleic (44-75%, continut ridicat)

e Acid oleic (14-43%, nivel mediu)

e Acizi grasi nesaturati (palmitic si stearic) — mai putin de 15%
e Acidul linolenic (urme, 0,2%) (HG 434, 2010).

Uleiul de floarea-soarelui se obtine din seminte de floarea-soarelui curatite, prin presare
sau extractie. El se utilizeaza: rafinat dezodorizat, rafinat nedezodorizat (obtinut prin presare),
hidratat de calitatea superioard si calitatea intai (obtinut prin presare), nerafinat de calitatea
superioara si calitatea intii (obtinut prin presare) (HG, 434, 2010). Capacitatea energetica (8,8
kcal/g ulei) si gradul de asimilare ridicat, situeaza uleiul de floarea-soarelui aproape de nivelul
nutritiv al untului.

Este de culoare galbena, gust dulce, fin, foarte pretios, cu un bogat continut de vitamina E, mai
mare decat in orice alt ulei vegetal, o combinatie de acizi monosaturati si polisdturati cu un nivel scazut
de grasimi. Se utilizeazd 1n alimentatia umand (ulei rafinat) pentru prepararea bucatelor, hrana
animalelor (sroturi rezultate in urma procesarii), domeniul industrial (uleiuri, combustibil) etc.
Semintele presate la rece ne ofera un ulei bun in scop culinar, in cosmetica si industrial.

Uleiul de floarea—soarelui poate fi folosit dupa reesterificare, sub forma de biocombustibil

(biodiesel), avand un indice de evaporare aproape zero, siguranta in pastrare (punctul de aprindere
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este de 215°C, comparativ cu 770°C pentru motorind) si congine intre 10-15% oxigen, ceea ce duce

la ameliorarea combustiei si la diminuarea nivelului poludrii (Tabelul 2.1) (HG 434, 2010).

Tabelul 2.1. Indicatori fizico-chimici ai uleiului rafinat deodorizat de floarea-soarelui*

Norma pentru ulei
Nr. Denumirea caracteristicii
nerafinat

1. [Culoarea de iod, mg I,, max 15
2. |Indicele de aciditate, mg KOH /g, max 4,0
3. |Indice de peroxid, meciv O2 activ/kg 10,0

Fractia masica a impuritatilor neprovenite din grasimi
4. . “ o 0,05

(sediment la masd), %, max

Fractia masica de substante cu continut de fosfor, %, max:
5. |recalculate la stearooleolecitina 0,40

recalculate la P>Os 0,035
6. |Fractia masica de apa si substantele volatile, %, max 0,20
7. | Sapun, %, max -
8. |Indice de iod, g 1,/100g 125-145
9. |Fractia masica a substantelor nesaponificate, %, max 1,2
10. | Temperatura de inflamare a uleiului extractiv, °C 225

. e . o 0,918-0,923

11. | Densitatea relativa, (x°C/apa la 20°C) <=20°C
12. | Indicele de refractie (ND 40°C) 1,461-1,468
13. | Indicele de saponificare, mg KOH/g ulei 188-194

*conform HG nr. 434, 2010 - ,, Uleiuri vegetale comestibile”

Pentru a efectua cercetarile experimentale propuse, in calitate de materie prima a fost utilizat

uleiul vegetal din seminte de floarea soarelui nerafinat, presat la rece, achizitionat din comert.

Fructe de padure. De asemenea, drept sursd de antioxidanti naturali a fost utilizatd materia
primd vegetald autohtond, recoltatd in nordul Republicii Moldova, Complexul natural Rudi-
Arionesti in anii 2017-2019, si anume:

e catina (Hippophae rhamnoides L.), ISO 4125:1991

e paducel (Crataegus), HG 1523, 2007

e micese (Rosa Canina L.), ISO 23391:2006

Datele privind caracteristica fizico-chimica a materiei vegetale sunt redate in Tabelul 2.2.
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Tabelul 2.2 Date privind continutul de proteine, lipide, glucide si substante minerale in
materia vegetala utilizata pentru obtinerea extractelor liposolubile

Materie
vegetala

Proteine, | Lipide, g

g

Glucide,g

Substante minerale, mg

Total Mono-
dizaharide

K Ca

Mg

Fe Referinte

Catina

0,9 -

55 5,0

- Dupouy et al., 2011,
Ghendov-Mosanu,
2018; Ghendov-
Mosanu et al.,
2020b

Paducel

14,0 -

13,1 3,0

1,0

Ozcan et al., 2005;
Dupouy et al., 2011,
Alirezalu et al.,
2020

0,04

Macese

24,0 20,0

23,0 | 26,0

8,0

Ilyasoglu, 2014;
Paunovié et al.,
2018; Ghendov-
Mosanu et al.,
2020a

11,5

Fructele de macese se caracterizeaza prin continut sporit de proteine (0,9 g), glucide (24,0

g) si subtante minerale ca potasiu (23,0 mg), calciu (26,0 mg), magneziu (8,0 mg) si fier (11,5

mg). Fructele de paducel se caracterizeaza prin cantitati semnificative de proteine (1,1 g), glucide

(14,0 g) si substante minerale ca potasiu (13,1 mg), calciu (3,0 mg), magneziu (1,0 mg) si fier

(0,04 mg). Fructele de catina contin cantitati semnificative de proteine (0,9 g) si glucide (5,5 g).

Tabelul 2.3 Date privind continutul vitamine in materia vegetala utilizata pentru obtinerea
extractelor liposolubile

Materie Vitamine, m Referinte
vegetald [-caroten B; B PP C
Catina 10,0 0,10 0,05 0,60 200,0 Dupouy et al., 2011;
Ghendov-Mosanu, 2018;
Ghendov-Mosanu et al.,
2020b
Paducel 2,75 - - - 108,0 |Ozcan etal., 2005; Dupouy et
al., 2011; Alirezalu et al.,
2020
Macese 2.3 0,05 0,33 0,60 470 Ilyasoglu, 2014; Paunovi¢ et
al., 2018; Ghendov-Mosanu
et al., 2020a

Macesul contine cantitati semnificative de acid ascorbic (470,0 mg). De asemenea, macesul

contine cantitati importante de S-caroten (2,3 mg), vitamina B1 (0,05 mg), vitamina B2 (0,33 mg)

si vitamina PP (0,60 mg). Catina contine cantitati esentiale de f-caroten (10,0 mg), vitamina B1

(0,10 mg), vitamina B2 (0,05 mg), vitamina PP (0,60 mg) si vitamina C (200,0 mg). Paducelul

este bogat in f-caroten (2,75 mg) si acid ascorbic (108,0 mg).

50




2.1.2.

Reagenti si consumabile

Pentru efectuarea cercetarilor experimentale s-au utilizat metode fizico-chimice si analitice

care au necesitat un sir de reagenti indicati in Tabelul 2.4:

Tabelul 2.4 Reagenti chimici

Nr. Denumire reagent Caracteristica/Producitor Formula Destinatie
1. |Acid L-ascorbic >99.0 % Sigma-Aldrich (Merck CsHsOs Analize LC-MS
KGaA, Darmstadt, Germany)
2. |Tampon Fosfat >99.5 % Sigma-Aldrich (Merck Analize LC-MS
KgaA, Darmstadt, Germany)
3. |Metanol >99.9 % Sigma-Aldrich (Merck CH;OH Analize LC-MS
KGaA, Darmstadt, Germany)
4. |Acid Clorhidric 37% Sigma-Aldrich (Merck HCI Analize fizico-chimice
KgaA, Darmstadt, Germany)
5. |DPPH (1,1-Difenil-2- | Sigma-Aldrich (Merck KGaA, CisH12NsOs | Analize fizico-chimice
picrilhidrazil-hidrat) Darmstadt,Germany)
6. |Tripsina > 95 % Sigma-Aldrich (Merck Analize fizico-chimice
KGaA, Darmstadt, Germany)
7. |Pepsina > 95 % Sigma-Aldrich (Merck Analize fizico-chimice
KGaA, Darmstadt, Germany)
8. |Hexan > 95 % Sigma-Aldrich (Merck | CH3(CH»)4sCH3 | Analize fizico-chimice
KGaA, Darmstadt, Germany)
9. |Alcool etilic LC-MS grade Carl Roth C,HsOH Analize LC-MS
(Karlsruhe, Germany)
10.|Fenolftaleina Sigma-Aldrich (Merck KGaA, C20H1404 Analize fizico-chimice
Darmstadt, Germany)
11.|Hidroxid de potasiu | >99.95 % Sigma-Aldrich (Merck KOH Analize fizico-chimice
KgaA, Darmstadt, Germany)
12.| Tiosulfat de natriu >99.0 % Sigma-Aldrich (Merck NaS;03 Analize fizico-chimice
KGaA, Darmstadt, Germany)
13.| Acid acetic glacial >99.0 % Sigma-Aldrich (Merck | CH3COOH | Analize fizico-chimice
KGaA, Darmstadt, Germany)
14.|Todura de potasiu ACS reagent, >99% Sigma- KI Analize fizico-chimice
Aldrich (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany)
15.|Reactiv Folin- 2 N, Sigma-Aldrich (Merck Analize fizico-chimice
Ciocalteu KGaA, Darmstadt, Germany)
16.] Acid Galic 97.5-102.5%, Sigma-Aldrich | (HO):CsH2CO> Analize LC-MS
(Merck KGaA, Darmstadt, H
Germany)
17.|Peroxid de hidrogen 30 %, Sigma-Aldrich (Merck H>0; Analize fizico-chimice
KGaA, Darmstadt, Germany)
18.|Molibdat de amoniu 99.0 % Carl Roth (Karlsruhe, (NH4)2Mo00O4 | Analize fizico-chimice
Germany)
19.| Acid sulfuric 99,999%, Sigma-Aldrich (Merck H>SO4 Analize fizico-chimice

KGaA, Darmstadt, Germany)
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Continuarea tabelului 2.4.

Nr. Denumire reagent Caracteristica/Producitor Formula Destinatie
20.|Acid azotic concentrat|  70%, Sigma-Aldrich (Merck HNO; Analize fizico-chimice
KGaA, Darmstadt, Germany)
21.|Solutie tampon ABC | >99.5 % Sigma-Aldrich (Merck Analize LC-MS/MS
KgaA, Darmstadt, Germany)
22.|Sulfat de cupru ReagentPlus®, >98.0%, Sigma- | CuSO4x5H,O | Analize LC-MS/MS
pentahidrat Aldrich (Merck KgaA,
Darmstadt, Germany)
23.|CHH (7- BioReagent, >95%, Sigma- CisH17N30; Analize LC-MS/MS
(Dietilamino)- Aldrich (Merck KgaA,
cumarin-3- Darmstadt, Germany)
carbohidrazida)
24.| Acetonitril >99.9 %, Sigma-Aldrich (Merck CHsCN Analize LC-MS/MS
KgaA, Darmstadt, Germany)
25.|Alcool izopropilic ACS reagent, >99.5%, Sigma- | CH;CHOHCH;| Analize LC-MS/MS
Aldrich (Merck KgaA,
Darmstadt, Germany)
26.|Format de amoniu >99.995%, ACS reagent, >99.5%,| NH4sHCO; Analize LC-MS/MS
Sigma-Aldrich (Merck KgaA,
Darmstadt, Germany)

2.2. Metodologia de obtinere a extractelor din fructe de padure
Pentru experimente a fost folosita pudra, obtinuta din fructe de padure (catind, paducel,
macese), uscate la temperatura de 55+1°C pana la umiditatea finald de 6,8+0,5% si macinate

pana la pudra fina.

1

m ? Metoda de extractie )

5 - _§ :
°sl /7.\

Fig. 2.1 Schema de obtinere a extractelor din pudra vegetala

In cadrul cercetarilor au fost obtinute extracte liposolubile. Pentru obtinerea extractelor

liposolubile s-a dozat diferita cantitate de solvent in dependentd de materia prima dupa urmatorul
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raport: pentru pudra de catindi—1:12; macesul—1:15; paducelul-1:20. in calitate de solvent a fost
utilizat uleiul rafinat-dezodorizat de floarea-soarelui. Extractia s-a efectuat in baia de apa la t=45°C
si =180 min, sub agitare mecanica 80 min-1. Extractele liposolubile au fost centrifugate la 8000
rpm timp de 10 minute, filtrate si stocate la temperatura de 4+1°C.

Pentru cercetarea stabilitatii oxidative a uleiurilor vegetale s-a folosit ulei de floarea-

soarelui nerafinat, procurat din comert.

2.3. Metode fizico-chimice pentru determinari analitice

2.3.1. Continutul de acid L-ascorbic

Pentru analiza acidului L-ascorbic din extractele de plante studiate, prin metoda HPLC, s-
a utilizat un sistem HPLC Shimadzu 2010, echipat cu detector cu sir de fotodiode (DAD) si o
coloana tip Grace Alltima C18 (100 x 3 mm, 3um). Elutia s-a realizat cu gradient, utilizand o faza
mobild alcdtuitd din: tampon fosfat 15mM la pH=2,7 (A) si metanol (B), cu un debit de 0,4
mL/min. Gradientul a fost realizat astfel: min 0: 10% B, min 5: 20% B, min 10: 10% B. Temperatura
coloanei a fost de 30°C, iar volumul injectat a fost de 20 pL. Lungimea de unda UV pentru detectia
acidului L-ascorbic a fost 244 nm, iar timpul de retentie determinat a fost de 1,85 min.

Analiza cantitativd a acidului L-ascorbic s-a realizat prin metoda adaosului standard.
Solutiile standard de acid L-ascorbic au fost preparate prin dilutii succesive pornind de la o
concentratie de 1 mg/mL in apd ultrapurd care s-a stocat in frigider la temperatura de 4°C, la
intuneric. Pentru a obtine curba de calibrare s-au preparat solutii standard de lucru avand
concentratii in intervalul 0,0008-0,1 mg/mL. Curba de calibrare s-a obtinut prin reprezentarea ariei
in functie de concentratia corespunzitoare (y=5E+0,7x-62453, R?=0,999). Limita de detectie a fost

de 0,0023 mg/mL, in timp ce limita de cuantificare a fost 0,0034 mg/mL.

......

2.3.2. Identificarea produsilor oxidarii lipidice

Identificarea produsilor oxidarii lipidice s-a realizat prin spectrometria de masa tandem
LC-MS/MS. Schema de lucru a experimentului este prezentatd in Fig. 2.2 care v-a permite
identificarea produselor oxidarii lipidice atat cu masa moleculara mare cat si a produselor oxidarii

lipidice cu masad moleculara mica.

Fenton reaction

CHH derivatization LC-MS/MS
Fe?*/Asc complex

) i o-=pe
o — —> | s

= bS

Incubation 37°C LPP extraction

2

Fig. 2.2 Schema de lucru
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e Prepararea probelor de lipide
Pentru cercetari au fost selectate lipide standard oferite de catre AVANTI Polar Lipids Inc.,
si anume fosfatidilcolina - PC(P-18:0/20:4(5Z,8Z,11Z,14Z) si fosfatidiletanolamina - PE(P-
18:0/20:4(5Z,8Z,11Z,14Z)). Lipidele utilizate pentru cercetari au fost depozitate in stare deshidratata
la congelator la -20+1°C. Solutie tampon ABC (3mmol/L; 500 pL) a fost adaugata in proba de lipide
PC(P-18:0/20:4) deshidratata (0,5 mg) si PE(P-18:0/20:4) deshidratatd (0,5 mg); au fost agitate pe
Vortex-Genie 2 si sonicate pentru 45 minute pe Bandilin Sonorex (Akbarzadeh et al., 2013).
o Simularea oxidarii lipidice prin mecanismul Fenton
Pentru a obtine produsii oxidarii lipidice a fost simulat procesul de oxidare fortat prin
mecanismul Fenton. CuSO4x5H>0 (1,2 mmol/L; 250 puL) si Na-L-Ascorbat (2,4 mmol/L, 250 pL)
au fost adaugate la probele de PC(P-18:0/20:4) si PE(P-18:0/20:4) respectiv (Kucharski et al.,
2009; Liu, 2018; Timoshnikov et al., 2020; Zhang et al., 2021). Probele PC si PE au fost incubate
pentru 30h la +37°C. Doua alicote au fost extrase pe parcursul perioadei de incubare la Oh, 3h, 6h,
24h si 30h. O alicota de 100 pL a fost extrasa pentru derivatizarea cu CHH. O alta alicota de 100
pL a fost extrasa pentru analize LC-MS, si depozitate in congelator la -20°C.
e Derivatizarea produsilor oxidarii lipidice cu masa moleculard joasda cu CHH
Etapa de derivatizare cu CHH va permite de a identifica prin spectrometria de masa tandem
produsii oxidérii lipidice cu masa moleculara mica.
Prepararea solutiei CHH (C = 7mM)
7-(Dietilamino)-cumarin-3-carbohidrazida (1,93 mg) a fost dizolvatd in solutie apoasd de
acetonitril ACN (50%, 1 mL) si agitata pentru 20 sec. Solutia CHH (7mM, 1mL) a fost depozitatd
in frigider la + 4°C. Pentru derivatizare, solutia CHH (7 mM, 10 pL) a fost adaugata la o alicota
de proba PC si PE, agitate pentru 20 sec si incubate pentru o ora la 37°C. Probele derivatizate au
fost utilizate imediat sau depozitate in congelator la -20°C (Milic et al., 2013).
e  Extractia produselor oxidarii lipidice
Solutie de Cloroform/Metanol (1:1, 200 puL) a fost adaugat la probele de PC si PE, agitate
pentru 20 sec. si centrifugate pe centrifuga Mini Spin Plus pentru 10 minute la 4000xg. Faza inferioara
de cloroform a fost izolata si uscata. Alcoolul izopropilic (100 puL) cu continut de Format de amoniu
(5mmol/L) a fost adaugat la probele oxidate de PC si PE (oxPC, oxPE), si agitate pentru 20sec.
Probele au fost analizate prin infuzie directd utilizind emititoare Nanospray TYP II
(BioMedical Instruments, Zdllnits, Germania) pe un analizator ESI-LTQ-Orbitrap XL (Thermo Fisher
Scientific GmbH, Bremen, Germania) care functioneaza in modul ion pozitiv. Temperatura capilarei

de transfer a fost de 200 °C, tensiunea lentilei tubului a fost de 120 V, iar tensiunea de pulverizare a
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ionilor a fost de 1,7 kV. Spectrele MS au fost inregistrate Tn modul de scanare cu spectrometrie de
masa transformata Fourier (FT-MS) cu o rezolutie de masa tinta de 100 000 la m/z 400. Experimentele
de fragmentare CID au folosit o latime de izolare de 1-1,5 u (Coliva et al., 2020; Ni et al., 2019).

Disocierea indusa de coliziune (CID) cu energia de coliziune normalizatd (nCE) a fost
optimizata cu HNE-CHH si CHH-1-palmitoil-2-(9-0x0)-nonanoil-GPC 1in intervalul 0-100%.
Valoarea nCE optimizatd (35%) a fost utilizatd pentru toate celelalte experimente. Un ciclu de
inregistrare dependent de date (DDA) a constat dintr-o scanare a spectrelor prin FT-MS urmata de
fragmentari consecutive prin disocierea indusa de coliziune (CID) ale celor mai abundenti cinci
ioni din LTQ utilizdnd un interval m/z de la 300 la 800 nm pentru acizii grasi nesaturati (PUFA)
derivatizati. Valorile m/z analizate au fost excluse din DDA pentru o perioada de 300 s folosind
dimensiunea maxima a listei de excludere dinamica (valori 500 m/z). Perioada de achizitie a fost
de 15 min (Milic et al., 2013; Neta et al., 2014).

e Identificarea produselor oxidarii lipidice

Spectrele inregistrate au fost analizate utilizand aplicatia software XCalibur. Pe parcurs au

fost luate in calcul urmatoarele etape:
1. Toleranta de masa a fost setata la Sppm si precizia masei de 4 zecimale.

Compozitia elementelor a fost setatd. (C, H, O, P, N)
A fost selectat ionul precursor (MS1)
A fost obtinutd cromatograma extrasa.
Spectrul MS2 a fost analizat (Ha et al., 2011; Li et al., 2014; Wang et al., 2015;
Tsugawa et al., 2016).

2
3.
4.
5

2.4. Indicatori de calitate a uleiurilor vegetale
Metodele utilizate pentru a determina indicii de calitate a uleiurilor vegetale sunt
prezentate in Tabelul 2.5:

Tabelul 2.5 Indicatori de calitate ai uleiurilor vegetale

Nr. Denumirea Vesela/Reactive Principiul metodei Referinte
metodei
1. |Indice de Balon conic Principiul metodei de determinare a indicelui| AOCS Official
aciditate Cantar analitic de aciditate constd in neutralizarea acizilor|Method Cd 3d-

sol. Fenolftaleina (1%)
Hexan

Alcool etilic

KOH (0,1 moli/dm3)

grasi liberi, care se contin in proba de ulei|63 1999
vegetal/emulsie  alimentard analizatd cu
ajutorul solutiei etanolice de hidroxid de
potasiu in prezenta indicatorului
fenolftaleina.
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Continuarea tabelului 2.5.

Nr. |Denumirea Vesela/Reactive Principiul metodei Referinte
metodei
2. |Indice de Balon conic Principiul metodei de determinare a indicelui | AOCS Official
peroxid Balanta analitica de peroxid se badzeaza pe reactia de|Method 8-
sol. amidon (1%) interactiune a produselor de oxidare a|53 2003
Hexan , uleiurilor vegetale sau a emulsiilor (peroxizi
Acid acetic glacial . N o .
. . si hidroperoxizi) si iodura de potasiu in solutie
Tiosuflat de sodiu ’ . L) . s 4
de acid acetic si determinarea cantitatii de iod
(0,1n) o oo . L
KI (50%) eliminat la titrarea cu solutie de tiosulfat de
natriu prin metoda titrimetricd. Indicele de
peroxid exprima numarul de moli echivalenti
de peroxid la 1 kg de materie grasa.
3. |Indice de p- Balon cotat 50 mL Principiul metodei de determinare a indicelui|(Irwin et al,,
anisidina Spectrofometru LLG  |de  p-anisidind constd 1in determinarea|2004)
uniSPEC -2 aldehidelor nesaturate (2,4-dienale, 2-
Cuvetd de cuart 10x10 | gchenale)  in  uleiuri  vegetale/emulsii
Izooctan . . . o <
S alimentare prin reactia cu p-anisidina
p-anisidina
Acid acetic glacial
4. |Diene si triene |Balon cotat25 mL Metoda se bazeaza pe masurarea schimbarii|(Javidipour et
conjugate Spectrofometru LLG | absorbantei la o lungime de undi fixd in|al., 2017)
uniSPEC -2

Cuveta de cuart 10x10
Hexan

regiunea UV pentru o masa constantd a
probei. O crestere a absorbantei sugereaza ca
produsul este oxidat.

2.5. Metode de cercetare a extractelor liposolubile

Metodele analitice utilizate pentru caracterizarea extractelor liposolubile sunt

prezentate in Tabelul 2.6:

Tabelul 2.6. Metode de analiza utilizate pentru caracterizarea extractelor liposolubile

Nr. Denumirea Vesela/Reactive Principiul metodei Referinte
metodei
1. |Continutul total |Balon cotat 10mL Determinarea continutului de polifenoli din|Saroli¢ et al.,
de polifenoli ~ |Baie de apa (45°C) surse vegetale prin misurarea densititii optice | 2014
Spectrofometru LLG | 4 ypuj extract primar care prin complexare a
uniSPEC -2 reactivului  Folin-Ciocélteu absoarbe in
reactiv Folin- domeniul vizibil la lungimea de unda la
Ciocalteu,
Carbonat de Sodiu £=765 nm.
(10%),
Acid Galic,
apa distilata,
balon cotat (10 mL),
cuva de cuart (10 mm).
Activitatea Flacon de sticla Principiul metodei presupune inregistrarea|Saroli¢ et al.,
antiradicalica | intunecata descresterii n absorbtie la 515 nm pentru|2014
Cantar analitic solutia metanolica de DPPH 1in urma
Spectrofometru LLG |45y 0arii unor concentratii variate de
uI.nSIiEC 2 < antioxidant pana la atingerea starii de
Pipetd mecanicd e . e
DPPH (60uM) echilibri. Determlqarea concentratiei 1n1‘gale
Metanol de DPPH este realizatd cu ajutorul curbei de

calibrare.
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Continuarea tabelului 2.6.

Denumirea Vesela/Reactive Principiul metodei Referinte
metodei
Capacitatea de  |H202 (0,1 M Principiul metodei consta in factul cd|Sroka et al.,
inhibare a (NH4)éM07024:4H20 | capacitatea de inhibare a peroxidului de|2003
peroxidului de  |3%0); hidrogen se estimeazd prin titrarea prin
hidrogen gis(?;; (I%/IM); substitutie (solutia de analizat nu reactioneaza
A M), direct, de aceea se transforma Intr-o

N2SzO3 (5,09 mM), . . R o L o

HNO:. combmafue chimica care poate fi apoi titratd

baloane pentru titrare, |CY solutia de concentratie cunoscuta).

pipete de 1mL,

pipete gradate 10 mL

Continutul total de carotenoide a fost determinatd prin metoda spectrofotometrica.
(Saroli¢ et al., 2014). Pentru determinari fiecare din extracte au fost dozate cu ajutorul unei pipete
automate cate 10 mL de proba in cuva de cuart. Determindrile s-au efectuat in prezenta probei
martor, pentru extractele liposolubile cercetate drept proba martor fiind utilizat uleiul rafinat
dezodorizat. Pentru fiecare proba analizata se citeste absorbanta spectrofotometrica la lungimile
de unda: 663 nm, 647 nm si 470 nm (TESFAYE et al., 2017).

Pentru exprimarea matematica a rezultatelor si determinarii continutului de carotenoizi se

utilizeaza urmatoarele relatii matematice:

Ca(mgL™) = (12,25 X Agez2) — (2,79 X Agass)
Co(mgL™) = (21,5 X Agass) — (5.1 X Agp3,2) .1
Cayp(mgL™1) = (1000 X A,y — 1,82 X C, — 85,02 X C,)/198
unde: C, — continut clorofila a; [mg/L]
Cp — continut clorofila B; [mg/L]
Ca+p — continut total de carotenoizi. [mg/L]
Pentru determinarea continutului de B-caroten, licopen si zeaxantind se utilizeaza

urmatoarele relatii matematice:

Ay XFxd
Cmol/L == > (22)

€

unde: Aj — Absorbanta la lungimea de unda corespunzatoare carotenoidului cercetat, nm;

F — factor de dilutie pentru procesele de extractie, uscare si reconstituire

d — dimensiunea cuvei de cuart, d= 1 cm

¢ - coeficientul absorbtiei molare pentru o lungime de undd specifica, [Lmol'cm™]
(Biehler et al., 2010).

Parametrii din formula de calcul specifici pentru carotenoizii studiati sunt prezentati in

Tabelul 2.7:
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Tabelul 2.7 Determinarea continutului de B-caroten, licopen si zeaxantina®

Parametru B-caroten Licopen Zeaxantina
Lungimea de unda, nm 470 448 452
€ - coeficientul absorbtiei molare
pentru o lungime de unda specifica, 140663 120600 133118
Lxmol'xcm™
Factor de dilutie pentru procesele F=s
de extractie, uscare si reconstituire
Dimensiunea cuvei de cuart d=1cm
Masa molara, gxmol 537 ‘ 537 | 569

*dupd Biehler et al., 2010

Pentru a exprima rezultatele obtinute iIn mg/L a fost aplicatd urmatoarea relatie matematica:

Cmg/t. = Cmo/, X M x 1000

unde: Cmorr— concentratia carotenoizilor, mol/L

2.3)

M - Masa molara corespunzatoare carotenoidului cercetat, gxmol™'(Saroli¢ et al., 2014).

2.6. Metode de determinare a calititii produselor alimentare complexe

Metodele utilizate pentru a determina parametrii de calitate a produselor alimentare

complexe sunt prezentate in tabelul 2.8.:

Tabelul 2.8 Parametri de calitate a produselor alimentare complexe

Nr. Denumirea Vesela/Reactive Principiul metodei Referinte
metodei
1. |Continut de Fiole cu capac, Principiul metodei: Proba analizata se expune |ISO 1026:1982
substanti uscati | Cantar analitic, la o sursd de caldurd pentru a evapora apa din
Bagheta de sticla, produs, pind la o0 masa constanta.
Etuva (1022 °C),
Exicator
2. |Evaluarea Veseld cu suprafatd | Principiul metodei se bazeazd pe valorile| TESFAYE et
parametrilor de |monocromatica, tristimulilor de culoare X,Y, Z care pot fi|al., 2017
culoare cu Aparat foto, reprezentate in coordonate carteziene sau
ajutorul Photoshop CC2018 | i1indrice.
spatiului de
culoare CIELab
3. |Cresterea in Cilindru gradat; Principiul metodei constd in prelucrarea|Ciumac et al.,
volum si masi a | Vas emailat, Pahar | termici a produselor, misurarea cu un cilindru|2019
prepartaelor B?rzelius, Cleste, gradat a volumului produselor inainte si dupa
culinare Céntar analitic prelucrarea termica.
4. |Determinarea |Aparatul soxhlet, Principiul metodei constd in extragerea|ISO 659:2009

continutului de
grasimi prin
metoda Soxhlet

Baie de aburi cu
termostat,

Etuva (10242 °C),
Exicator,

Cantar analitic,
Hartie de filtru,
Hexan,

substantelor grase libere din produs cu ajutorul
unui solvent organic, solventul din probd se
elimind prin evaporare, se usuca si se cantaresc
substantele grase.
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Continuarea tabelului 2.8.

Nr. |Denumirea Vesela/Reactive Principiul metodei Referinte
metodei
5. |Determinarea  |Scaner cu captare Principiul metodei constd in prelucrarea|Saraf et al,
porozitatii imagine RGB imaginii de tip RGB, separarea canalelor cu cel 2019
Soft ImageJ mai Inalt indice de contrast si calitate.

Separarea prin meniul pragului a spatiilor
caracteristice a zonelor cu porozitate sporita.
Imaginea prelucratd se converteste In imagine
binard a porozitdtii. Functia de analizd a
particulelor v-a genera raportul privind
porozitatea probei si dimensiunea porilor
inclusiv.

2.6.1. Determinarea activitatii antioxidante a compusilor biologic activi in
conditiile digestiei gastro-intestinale in vitro

intestinala. La etapa gastrica, probele a cate 10 g produs se dizolva in 100 mL solutie de HCI cu pH=1,5
- 2,0, se adauga 15 mg pepsina. La etapa intestinald, probe similare a cate 10 g produs se dizolva in
100 mL solutie de NaHCO; cu pH=8,2+0,1, se adaugd 15 mg tripsind. Probele sunt termostatate la
3740,1°C prin agitare continud la 95 rpm timp de 120 minute. Din probele initiale (0 minute de
termostatare) cat si dupd 60 minute si 120 minute se preleveazi alicote In vederea determindrii
spectrofotometrice a activitatii antioxidante cu ajutorul radicalului liber DPPH. Fiecare alicota a fost
centrifugata timp de 10 min (6000 rot/min), apoi filtratul (cate 1 mL) a fost supus analizei.

Determinarea activitatii antioxidante a aliquotelor a fost efectuata prin reactia directa: s-au
introdus 3,9 mL de solutie DPPH si 0,1 mL de proba analizata. in calitate de proba de referinta s-
a utilizat metanolul. Reactia a avut loc timp de 30 min intr-un loc intunecat. Apoi a fost citita

absorbanta la spectrofotometrul "LLG uniSPEC -2" (Pavan et al., 2014).

2.6.2. Analiza senzoriala a produselor alimentare

Examenul organoleptic presupune verificarea aspectului, culorii, mirosului si gustului
conform standardului ISO 6658:2017.

Aspectul. Se urmairesc limpiditatea, tulbureala, dacd uleiul este emulsionat, sunt
prezente/absente impuritati etc.

Culoarea. Culoarea grasimilor se datoreaza pigmentilor materiei prime. Ea variazd de la
galben deschis la brun sau verzui pentru uleiuri vegetale. Uleiurile obtinute prin extractie sau la rece si

rafinate ulterior au o culoare mai deschisa decat cele obtinute prin presare la cald si nerafinate.
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Pentru examinarea culorii ne folosim de un pahar de laborator si se examineaza uleiurile in
strat de 50 mm 1néltime.

Mirosul si gustul. Pentru miros proba se incdlzeste la 60+1°C pe o baie de apd. Pentru
stabilirea gustului proba se gusta la temperaturi de 25+£1°C. Se va specifica daca are miros si gust
de alterare. Pentru toate grasimile gustul si mirosul trebuie sa fie placute, caracteristice materiei

prime (Maries, 2010).

2.7. Prelucrarea statistica a datelor experimentale

Toate experientele au fost realizate in trei repetdri, iar rezultatele experimentale obtinute
au fost supuse analizei statistice uzuale cu aplicarea instrumentelor statisticii descriptive (calculul
mediilor aritmetice, abaterii standard, coeficientului de variatie si coeficientului de corelare). In
calitate de test de semnificatie — testul Student, fiind admise ca diferente statistic veridice cele,
pentru care P<0,05.

Prelucrarea statistica a rezultatelor a fost efectuata la calculator in programul MS Excel.
Pragul semnificatiei statistice ales: P<0,05. Pentru stabilirea gradului de conformitate a rezultatelor

experimentale a fost folosit testul Q (Baerle et al., 2014).

2.8. Concluzii la capitolul II

Obiectele principale de cercetare sunt uleiurile vegetale si fructele de padure: cétina,
paducel si macese, recoltate in perioada anilor 2016-2019; extractele liposolubile si produsele
alimentare complexe elaborate cu adaos de extracte si/sau pudre din fructe de padure.

A fost determinatd metodologia de obtinere a extractelor liposolubile din surse vegetale
autohtone si caracterizarea potentialului antioxidant prin utilizarea metodelor analitice si fizico-
chimice de analiza.

A fost stabilitd metodologia de cercetare a produselor alimentare complexe elaborate in
baza extractelor liposolubile si materiei prime vegetale din punct de vedere a calitatii ( indicatori

de calitate, parametri cromatici, activitatea antioxidanta).
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3. CERCETAREA CARACTERISTICILOR FIZICO-CHIMICE SI A
POTENTIALULUI ANTIOXIDANT A EXTRACTELOR LIPOSOLUBILE

In acest capitol este descrisd tehnologia de obtinere a extractelor liposolubile din surse
vegetale regenerabile; sunt determinati indicatorii de calitate, parametrii cromatici, activitatea
antioxidanta si stabilitatea oxidativa a extractelor pe parcursul stocdrii; a fost cercetata intensitatea

formarii produsilor oxidarii lipidice in timp.

3.1. Caracteristici fizico-chimice a extractelor liposolubile

In extractele liposolubile de micese, citini, paducel analizate a fost determinat
spectrofotometric continutul de clorofila a si f, f-caroten, licopen si zeaxantind. Rezultatele

obtinute sunt prezentate in Tabelul 3.1.

Tabelul 3.1. Evolutia continutului de carotenoide in extracte liposolubile din fructe de

padure
Nr. Continut Durata de ELM ELC ELP
carotenoide pastrare
1. | B-caroten, mg/L 0 luni 17,04+0,09 6,41+0,06 10,55 £0,02
3 luni 14,64+0,15 6,11+0,02 7,36+ 0,26
2. | Licopen, mg/L 0 luni 18,09+0,15 7,37+0,22 9,47+0,26
3 luni 16,08+0,02 6,55+0,24 8,43+0,02
3. | Zeaxantina, mg/L 0 luni 19,08+0,15 7,18+0,39 8,24+0,02
3 luni 16,39+0,33 6,84+0,15 8,15+0,15
4. | Clorofila a, mg/L 0 Iuni 1,81+0,01 3,30+0,04 0,85+0,01
3 luni 1,21£0,01 3,09+0,04 0,64+0,01
5. | Clorofila B, mg/L 0 Iuni 3,01+0,04 4,82+0,04 1,12+0,01
3 luni 2,24+0,03 3,77+0,03 1,03+0,01

Nota: rezultatele sunt prezentate ca medie + abatere standard; Nota: ELM — Extract liposolubil de macese; ELP — extract

liposolubil de paducel; ELC — extract liposolubil de catina;

Datele prezentate (Tabelul 3.1) denota ca extractele liposolubile de macese, paducel si
catind cercetate se caracterizeaza printr-un continut bogat de carotenoide. ELM contine o cantitate
esentiala de pB-caroten (17,04 mg/L), pe cand ELP contine de 1,6 ori mai putin si ELC de 2,6 ori
mai putin. Dupa o duratd de pastrare de 3 luni continutul de f-caroten a scazut pentru ELM cu
15%, ELC cu 5% si ELP cu 30%. Dupa 3 luni de stocare a extractelor liposolubile cantitatea de
carotenoide s-a modificat neesential datoritd conditiilor de pastrare. Modificarile cantitative de
carotenoide pot avea loc datorita proceselor oxidative ce au loc pe parcurs , dar sunt incetinite in
cazul in care extractele sunt pastrate in vase ermetic inchise pentru a exclude accesul de oxigen, la

temperaturi joase si in spatii intunecate (Popovici, 2018; Popovici et al., 2018c; 2019b). Continutul

61



de clorofila f§ a scazut pentru ELM cu 30%, ELC cu 6% si ELP cu 25%. Dupa o duratd de pastrare
de 3 luni continutul de clorofila a a scazut pentru ELM cu 25%, ELC cu 22% si ELP cu §8%.
Continutul de acid L-ascorbic in extractele liposolubile de catind, paducel si macese au fost
determinate prin metoda RP-HPLC. Pentru toate cele trei tipuri de extracte, valorile pentru acid L-
ascorbic (Fig. 3.1) au fost apropiate, de rezultatele raportate anterior de la alti cercetdtori si aceste
diferente pot fi atribuite conditiilor de cultivare, starii de maturitate, metodelor de extractie si
determinare a acidului ascorbic (Herndndez et al., 2006). Valorile obtinute sunt pentru ELC—

19,32+0,70 mg/100g planta ; ELP-12,04+0,70 mg/100g planta ; ELM-10,75+0,70 mg/100g planta.
25,00 ~

20,00 A T

15,00 A

5,00 A

Continut de acid L-ascorbic,
mg/100g planta

1
"
10,00 1 i
1

0,00 -
Catina Paducel Macese
Probe de extract liposolubil

Fig. 3.1. Continutul de acid L-ascorbic in extracte vegetale cercetate

Polifenolii reprezinta metaboliti secundari caracterizati prin una sau mai multe grupari
hidroxil care se leagd de unul sau mai multe inele aromatice (Stagos, 2019). Cantitati
impunatoare de compusi polifenolici au fost identificati in sursele horticole, inclusiv in fructele
de catina, paducel, macese. Dupa (Wani et al., 2016; Ghendov-Mosanu et al., 2020; Ghendov-
Mosanu et al., 2020b) concentratia totald de polifenoli determinata in fructele de catina variaza
intre 270,50 si 477,00 mg GAE/100 g plantd. Pentru fructele de paducel, continutul total de
polifenoli variaza intre 21,19 si 69,12 mg GAE/g (Alirezalu et al., 2020). Fructele de macese
sunt caracterizate printr-un continut de polifenoli ce variaza intre 534,5 si 575,0 mg GAE/100 g
plantd (Roman et al., 2013).

In Fig. 3.2 sunt prezentate rezultatele obtinute pentru extractele din citini, macese si
paducel cercetate. Pentru ELC valorile obtinute constituie 947,14 + 12,0 mg AG/100 g planta;
ELP: 888,92+12,0 mg GAE/100 g planta; ELM: 305,35+12,0 mg GAE/100 g planta. Continutul
compusilor fenolici aratd ca fructele de padure cercetate (catind, paducel si macese) ar putea fi

considerate o sursa foarte bund de compusi biologic activi in comparatie cu alte specii de fructe.
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Fig. 3.2. Continutul total de polifenoli in extracte vegetale cercetate

Antioxidantii reprezintd substante care incetinesc sau opresc actiunea daunitoare a
oxidantilor. Principala caracteristicd a substantelor antioxidante reprezintd abilitatea de a capta
radicalii liberi. Compusii cu caracter antioxidant asa ca compusii fenolici, polifenolii,
carotenoidele, flavonoidele inhiba radicalii liberi (peroxizi, hidroperoxizi) si respectiv inhiba si
mecanismul oxidarii propriu-zise (Biehler et al., 2010). Pomusoarele de padure se considera foarte
bogate in compusi cu caracter antioxidant.

In vederea estimdrii potentialului antioxidant a extractelor liposolubile din surse vegetale
studiate a fost efectuatd analiza activitétii antioxidante cu ajutorul radicalului liber DPPH, iar

rezultatele obtinute sunt prezentate in Fig. 3.3:

100 -
90 A
80 A
70 A
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50 A
40 A
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20 A
10
0 -

AA, %DPPH

Catina Macese Paducel
Probe de extract liposolubil

Fig. 3.3. Activitatea antioxidanta in extracte liposolubile de citind, paducel si micese.

Unele studii au aratat ca activitatea antioxidantd a extractelor horticole este corelatd cu

substantele fenolice totale mai degraba decat cu compusul fenolic individual (Wenzig et al., 2008).
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Este important de mentionat ca diferiti fenoli dezvoltd activitati diferite, in functie de structura lor
chimicd (acizi fenolici, flavonoli, antocianidine, stilbeni) si de capacitatea de eliminare a
radicalilor liberi din aceste clase de compusi difera.

In urma analizei rezultatelor din Fig. 3.3 s-a stabilit ci extractele liposolubile din pudre de
macese, catind si paducel se caracterizeaza prin capacitate antioxidantd ridicatd, si anume ca
valoarea capacitdtii de inhibare a radicalului liber DPPH variaza de la 72,05+1,90% pana la
90,84+1,90%. Acest fapt se explica prin continutul bogat a compusilor biologic activi cu caracter
antioxidant din extractele analizate si respectiv nemijlocit in pudrele vegetale din fructe de padure
autohtone (Popovici et al., 2018b; 2018a).

Cercetarea parametrilor de culoare CIELab a extractelor liposolubile. Culoarea
extractelor liposolubile horticole reprezintd o caracteristica importantd care poate influenta
calitatea produsului finit, dar si perceptia consumatorului. Pentru ca ochiul uman sa poata percepe
o oarecare modificare a culorii, structura carotinoidului trebuie sa contina cel putin 7 legaturi duble
conjugate. Au fost analizate modificéarile de culoare in toate probele de extracte liposolubile.

Parametrii cromatici determinati sunt prezentati in Tabelul 3.2.

Tabelul 3.2. Parametri de culoare CIELab ai extractelor liposolubile**

Denumirea probei***
PM ELM ELP ELC
Indicator .. A ’ - -
=l &k & @&
— = O
< "
L* 74,00+0,56 49,00+0,42 72,00+0,09 64,00+0,26
a* 0+0,13 53,00+0,52 4,00+0,56 26,00+0,46
b* 17,00+0,34 47,00+0,56 61,00+0,98 58,00+0,71
AE - 12,41+0,32 11,75+0,51 9,06+0,56

Nota: rezultatele sunt prezentate ca medie * abatere standard; **PM — proba martor; ELM — Extract liposolubil de macese; ELP

— extract liposolubil de paducel; ELC — extract liposolubil de catina; ***t de extractie 45°C; t de extractie 180 min.

Parametrul L* indica intensitatea luminii sau intunericului. Analizand valorile obtinute
pentru parametrul L*, observam ca probele de extract (ELC, ELP si ELM) se caracterizeaza prin
valori mai mici, constituind ELM- (49,00+0,42); ELP- 72,00+0,09 si respectiv ELC- 64,00+0,26,
in comparatie cu PM: 74,00, ceea ce ne indicd cd in PM prevaleaza culoarea alba, ceea ce se
datoreaza etapei de decolorare in procesul de fabricare a uleiului vegetal. Micsorarea valorii
parametrului L* va indica cd extractele vor capata culori mai inchise, astfel cum putem observa in

cazul ELM (49,00+0,42). Parametrul a* indicd prezenta nuantei de rosu sau verde. Analizand
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valorile obtinute pentru parametrul a* observam ca extractul de macese este caracterizat prin cea
mai ridicatd valoare ELM: 53,00+0,52, demonstrand prezenta nuantei rosii in extract. Extractul de
catind, de paducel au valori considerabil mai scizute a parametrului a*. In cazul extractelor de
catind observam ca parametrul a* constituie 26,00+0,46, iar pentru extractul de paducel se atesta
valori de 4,00+0,56), dar esential mai reduse in comparatie cu ELM, ceea ce ne indica ca parametrii
cromatici in cazul fructelor de catina si paducel tind sd varieze spre culoarea verde. Culorile de
rosu caracteristic fructelor de padure poate fi explicat prin continutul sporit de carotenoide de
culoare rosie/portocalie asa ca licopenul sau f-carotenul. Valorile parametrului b* ne arata
prezenta nuantelor galbene in extractele cercetate. Cea mai ridicata valoare a parametrului b* este
caracteristica extractului de paducel (61,00+£0,98), urmat de extractul de catina (58,00+0,71) si
respective de macese (47,00+£0,56). Valorile crescute pentru extractele vegetale demonstreaza
prezenta carotenoizilor, ceea ce in comparatic cu PM (17,00+£0,34) observdm ca continutul
acestora este considerabil mai scdzut.

Aceste rezultate denotd, ca extractele liposolubile de catina, paducel si macese contin

pigmenti de culoare rosie, galbena si portocalie, in special S-caroten, licopen si zeaxantina.

3.2. Cercetarea stabilititii oxidative a uleiurilor cu extracte liposolubile pe

parcursul stocarii

Lipidele sunt supuse diferitor reactii de degradare, care pot produce deteriorarea prematura
a produselor alimentare. In cazul rancezirii hidrolitice, trigliceridele sunt scindate si are loc
eliberarea acizilor grasi, deci aciditatea materiei grase creste. Drept consecinta scade considerabil
calitatea produsului alimentar si se modificd esential proprietitile senzoriale si fizico-chimice.
Dinamica oxidarii lipidice depinde in mare parte de structura si tipul acizilor grasi, de actiunea
antioxidantilor si a compusilor cu caracter prooxidant (oxigen, acid ascorbic, lumina).

Aceste procese pot fi evaluate cu ajutorul unor indicatori de calitate ai lipidelor, care carac-
terizeaza starea materiei grase. Din acest motiv, este important de a studia evolutia indicatorilor
fizico-chimici si de calitate a uleiului cu extracte liposolubile pe parcursul stocarii timp de 3 luni.
In acest sens au fost analizate un sir de indicatori de calitate printre care: indicele de aciditate,
indice de peroxid, continut de diene si triene conjugate, indice de p-anisidind. S-a studiat
stabilitatea uleiului vegetal cu extract liposolubil din fructe de padure adaugat in cantitate de 10%.
Rezultatele carora sunt prezentate in Tabelul 3.3:

Indicele de aciditate (IA) pentru PM se afla in limitele admisibile (0,6 mg KOH/g) pentru
uleiul vegetal. In cazul uleiului cu ELM (0,17+0,01 mg KOH/g) si ELC (0,21+0,01 mg KOH/g),
indicele de aciditate depaseste valoarea PM, iar pentru uleiul cu ELP (0,134+0,01 mg KOH/g) se
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atesta o scadere neesentiald. Aceasta variatie se datoreaza acumuldrii acizilor grasi liber din pulpa
fructelor de catind, paducel si macese. Dupa o perioada de 3 luni de stocare se atestd a crestere a
valorilor IA pentru toate probele cercetate de ulei si extracte liposolubile, dar care nu depasesc
valoarea maxima de 0,6 mgKOH/g ulei, prevazut conform reglementarilor tehnice in vigoare

pentru uleiul vegetal de floarea-soarelui (Popovici, 2017; 2019a; 2020).

Tabelul 3.3. Indicatori de calitate si inofensivitate a uleiurilor cu extracte liposolubile din
fructe de padure***

Nr. |Indice de calitate** | Durata de PM ELM ELC ELP
pastrare
1 | Indice de aciditate, 0 luni 0,07+0,01 0,17+0,01 0,21+0,01 0,13+0,01
mg KOH/g 3 luni 0,48+0,04 0,58+0,04 0,55+0,04 0,42+0,04
2 Indice de peroxid, 0 luni 2,30+0,05 1,70+0,04 1,30+0,05 1,70+0,05
Mechiv Oz activ/kg 3 luni 4,68+0,13 4,1340,13 3,66+0,13 3,68+0,13
3 Continut de diene 0 luni 13,81 0,11 6,13+0,11 7,66+0,11 9,76+0,11
conjugate — DC 3 luni 18,96+0,11 14,22+0,11 14,30+0,11 15,03+0,11
pmol/g
4 Continut de triene 0 luni 4,63+0,11 4,68+0,11 4,33+0,11 7,50+0,11
conjugate — TC 3 luni 8,39+0,11 5,34+0,11 4,96+0,11 6,42+0,11
pmol/g
5 Indice de p- 0 Iuni 9,65+0,12 9,93+0,13 8,49+0,13 9,324+0,13
anisidina, u.c. 3 luni 13,97 £0,13 | 10,61+0,13 9,83+0,13 10,94+0,13

Nota: rezultatele sunt prezentate ca medie * abatere standard; **PM — proba martor; ELM — Extract liposolubil de mdcese; ELP

— extract liposolubil de paducel; ELC — extract liposolubil de catina; ***t de extractie 45°C; t de extractie 180 min.

Primii produsi de oxidare ai lipidelor sunt peroxizii, care ulterior scindeazd in produse
secundare de oxidare: aldehide, cetone, acizi organici oxidati si hidrocarburi. De asemenea,
peroxizii genereaza aparitia radicalilor liberi (particule extrem de ofensive, care pun in pericol
sanatatea consumatorului). Este bine cunoscut faptul ca radicalii liberi provoaca autooxidarea
lipidelor nesaturate din uleiuri. Moleculele antioxidante previn sau inhiba aceste reactii ddunatoare
(Wang et al., 2016). Deoarece peroxizii sunt primele substante formate la degradarea lipidelor,
determinarea cantitatii lor este metoda utilizata pentru determinarea gradului de oxidare a materiei
grase (Jaarin et al., 2012).

Indicele de peroxid pentru PM se afla in limitele admisibile (max. 10 mechiy O2/kg ). In uleiurile
imbogatite cu extracte IP este considerabil mai redus — in cazul ELM - cu 0,5 mechiv O2/kg, iar in cazul
ELC si ELP — cu aproximativ 1,0 mechiv O2/kg in raport cu indicele de peroxid pentru PM.

S-a constatat ca la momentul obtinerii extractelor liposolubile din surse horticole, acestea
se caracterizeaza printr-o valoare a I[P mai mic comparativ cu IP al PM de ulei vegetal, ceea ce

indicd cd compusii biologic activi din sursele horticole incetinesc considerabil formarea
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peroxizilor, respectiv are loc incetinirea procesului de oxidare a produsului cercetat. Uleiul cu ELC
indica cea mai scazuta valoare a IP (3,66+0,13 mechivO2/kg), uleiurile cu ELP si ELM la fel prezinta
o valoare scazuta comparativ cu proba martor, ceea ce demonstreazd cd atestd o activitate de
incetinire a procesului de oxidare (Popovici et al., 2016).

Dupa o durata de stocare de 3 luni, se observa ca valorile IP pentru uleiurile cu ELP, ELC
si ELM este mai redus In comparatie cu PM. Pentru uleiurile cu extracte liposolubile IP a crescut
pentru ELM cu 40%; pentru ELC cu 35%; pentru EPC cu 46% si pentru PM cu 49%.

Valorile pentru uleiurile imbogétite sunt considerabil mai reduse in comparatie cu PM, fapt
ce se datoreazda compusilor biologic activi liposolubili extrasi din pulpa fructelor cercetate de
catind, paducel si macese, care au caracter antioxidant si inhiba actiunea radicalilor liberi, respectiv
incetinind reactiile de peroxidare din produs.

Determinarea continutului dienelor si trienelor conjugate prezintd o tehnicd utilda in
studierea oxidarii lipidelor, anume pentru caracterizarea procesului de autooxidare a acizilor grasi
polinesaturati, care este asociatd de conjugarea legaturilor duble. Astfel, hidroperoxizii acidului
linoleic si alte sisteme dienice conjugate formate prin autooxidare prezintd o banda de absorbtie
specifica la 232-237 nm. Produsii secundari ai oxidarii, in particular a-dicetonele si a-cetonele
nesaturate prezintd un maximum de absorbtie la lungimile de unda de 268-274 nm (Javidipour et
al., 2017). in consecintd, cu cat absorbanta la 237 nm este mai intensa, cu atat mediul lipidic (ulei,
sos) este mai oxidat (DC), cu cat absorbanta la 274 nm este mai inalta, cu atat continutul produselor
secundare ale oxidarii (TC) este mai mare. Variatia absorbantei in domeniul UV reflectd formarea
produsilor primari de oxidare a uleiurilor si grasimilor si prezintd una dintre cele mai importante
caracteristici ale materiei grase.

In urma cercetirii continutului de diene si triene conjugate in uleiurile vegetale si extractele
liposolubile studiate s-a stabilit cd pe parcursul a 3 luni de stocare PM atestd o variatie
considerabila a continutului de diene (13,81-18,96 umol/g) si triene conjugate (4,63—8,39 umol/g)
comparativ cu probele de ulei cu extract de citina, de paducel si macese. Cea mai scazutd valoare
a continutului de diene conjugate il are uleiul cu ELP: diene conjugate - 9,76—15,03 umol/g ; triene
conjugate — 6,42-7,50umol/g ; urmat de ulei cu ELC: diene conjugate — 7,66—14,30 umol/g; triene
conjugate — 4,33-4,96 pmol/g si respectiv ulei cu ELM: diene conjugate — 6,13—14,22 pmol/g;
triene conjugate — 4,68—5,34 umol/g.

Pe baza datelor obtinute s-a stabilit cd PM atestd valori maxime atat pentru diene conjugate
cat si triene conjugate si considerabil mai ridicate decat a uleiurilor imbogatite cu extracte

liposolubile cercetate. Probele de ulei imbogatite cu extract se caracterizeaza prin valori mult mai

67



mici, care intre ele variaza nesemnificativ si exprima faptul cd procesul de formare a produsilor
primari ai oxiddrii este Incetinit.

Indicele de p-anisidind indicd cantitatea produselor secundare ale oxidarii lipidice
(aldehide, cetone si derivatii acestora), care afecteazd negativ caracteristicile organoleptice a
uleiurilor vegetale asa ca gustul sau mirosul. Acesti compusi sunt capabili sd interactioneze cu
reagentul p-anisidind. Acest reagent este in particular predestinat pentru uleiurile tratate termic,
deoarece majoritatea peroxizilor sunt distrusi in timpul oxidarii termice la temperaturi ridicate
(Andina, L et al., 2014). Analizand valorile obtinute pentru PM si uleiurilor imbogatite cu extracte
liposolubile (Tabelul 3.3) se observa ca pe durata stocdrii de 3 luni valorile indicelui de p-anisidina
au crescut neesential In comparatie cu PM. Astfel pentru proba de ulei vegetal se atestd o crestere
ce variazd de la 9,65-13,97u.c.; pe cand valoarea indicelui de p-anisidind pentru uleiurile
imbogatite cu extracte liposolubile variaza intre 10,61-10,94 uc.

Rezultatele obtinute demonstreaza, ca extractele liposolubile de macese, catina si paducel
pot fi utilizate pentru obtinerea produselor alimentare cu continut lipidic sporit.

Activitatea antioxidanta a uleiului cu extracte liposolubile in conditiile digestiei gastro-
intestinale in vitro. Utilizarea pudrelor vegetale cu caracter antioxidant la obtinerea extractelor
liposolubile vor manifesta AA. Astfel a fost determinatid AA in conditiile digestiei gastrice si intestinale
in vitro. Digestia gastrica si intestinala a fost simulata iz vitro timp de 2h. Pe parcursul simularii au fost
extrase alicote 2h de digestie, care ulterior au fost supuse cercetarilor si determinarii AA prin reactia

cu radicalul liber DPPH, iar rezultatele obtinute sunt prezentate in Fig. 3.4.

oPM BELM OELC gQELP
50,00

45,00 | 25
40,00 F
35,00
30,00
= 25,00
}’ 20,00 F
15,00
10,00
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e = 1
Digestie gastrica (pH=2,0) Digestie intestinala (pH=8,2)
Probe de extract liposolubil

Fig. 3.4. Activitatea antioxidanta a uleiului cu extracte liposolubile in vitro: PM — proba
martor; ELC — extract liposolubil de citina ; ELM — extract liposolubil de macese ; ELP —
extract liposolubil de paducel.
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Evaluarea activitatii antioxidante in urma digestiei gastrice induse (mediu acid) atesta o
crestere esentiald pentru uleiurile cu extracte liposolubile de catina, paducel si macese in
comparatie cu PM a carui valori constituie 17,58 + 0,90 %. Pentru uleiurile imbogatite cu extracte
liposolubile valorile constituie: pentru ELC — 46,43 £ 0,90%; pentru ELM - 37,08+ 0,90 % pentru
ELP- 39,29+ 0,90%.

Valorile ridicate a activitatii antioxidante pentru uleiurile cu extracte liposolubile in
comparatie cu PM dupa 2 ore de digestie se explica prin eliberarea treaptatd a compusilor biologic
activi in procesul de digestie gastrica. Un alt factor important ar fi influenta pH-ului din solutie si
interactiunilor enzimatice din produsul cercetat. in urma cercetirilor efectuate (Baker et al., 2013)
a fost stabilit cd modificarile in continutul substantelor biologic active cu caracter antioxidant
printre care polifenolii, flavonoidele pot spori capacitatea antioxidanta a probelor analizate. Acest
fapt ne explica variatia esentiala a activitatii probelor imbogdtite extracte liposolubile cu pudra de
fructe in comparatie cu proba de ulei vegetal (PM). Acest fenomen se explica prin prezenta in
extractele cercetate a altor substante care maresc capacitatea antioxidantd a produsului in urma
procesului de digestie in vitro a produsului studiat. Acesti compusi biologic activi asa ca
aminoacizii, peptidele sunt eliberate in timpul digestiei sau au suferit modificari care ulterior pot
afecta capacitatea de a capta radicalii liberi. O alta ipoteza ar putea fi pierderea substantelor volatile
in timpul digestiei gastrice datorita capacitatii antioxidante sporite din produs.

Datele studiate ne aratd ca digestia gastricd nu modificd esential compozitia calitativa si
cantitativa a compusilor biologic activi cu caracter antioxidant din produsul analizat. Acest fapt ne
sugereaza ca acesti compusi atesta o stabilitate ridicatd In conditii cu pH scazut (pH=2,0+0,1).
Mediul acid impreund cu enzimele digestive favorizeaza eliberarea compusilor biologic activi
respectiv ceea ce influenteaza si capactitatea antioxidanta in crestere a produselor cu adaos de
pudre vegetale de catina, paducel si macese studiate (Pavan et al., 2014).

In continuarea procesului de digestie gastrointestinali a fost efectuati simularea fazei de
digestie intestinala Indusa prin incubarea probelor in mediu alcalin (pH=8,2+0,1) si determinarea
activitatii antioxidante dupa 2 ore de digestie.

Datele obtinute (Fig. 3.4) ne aratd ca activitatea antoxidantd a uleiului cu extracte
liposolubile de catina, paducel si méacese este mai ridicatd In comparatie cu PM. AA a uleiului de
floarea-soarelui PM constituie 4,26+0,3%, pe cand pentru uleiurile imbogatite cu extracte
liposolubile, valorile AA constituie: pentru ELC— 8,09+0,3% ; pentru ELM — 7,06+0,3 % pentru
ELP 4,56+0,3 %. In urma efectudrii digestiei intestinale se observa o scadere treptati a activitatii
antioxidante in decurs de 2 ore atat pentru probele cu adaos de extract liposolubil cat si pentru PM.

Acest fapt poate fi explicat prin stabilitatea scazutd a compusilor biologic activi in conditiile
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mediului alcalin (pH=8,2+0,1) si formarea metabolitilor care inhiba activitatea antioxidantd a
compusilor biologic activi din produsele studiate.

A fost stabilit de (Bermudezsoto et al., 2007; Mihaylova et al., 2021) ca polifenolii sunt
extrem de sensibili la conditii usor alcaline, cum ar fi in intestin, unde o proportie a compusilor
biologic activi este transformatd in diferite forme structurale cu proprietati chimice diferite. In
plus, in timpul digestiei, compusii fenolici sunt susceptibili la interactiunea cu alte componente
alimentare eliberate, cum ar fi fierul, alte minerale, fibrele dietetice sau proteinele care pot duce la

pierderea fitochimicalelor (Bouayed et al., 2012).

3.3. Cercetarea intensitatii de formare a produselor oxidarii lipidice

Oxidarea lipidelor constituie principala cauza a deteriorii produselor alimentare in procesul
de depozitare a acestora. Acest proces influenteaza negativ asupra calitatii produsului, parametrilor
senzoriali cat si a sigurantei acestuia. Procesul de oxidare a produselor alimentare nu poate fi in
totalitate evitat datoritd influentei oxigenului, luminii sau altor specii de oxigen reactiv. Prima
etapa de oxidare a lipidelor este de formare a radicalilor liberi. Ratele de formare a radicalului
lipidic peroxidic si a hidroperoxidului depind doar de disponibilitatea oxigenului si temperatura
(Velasco et al., 2003). Primii produsi ai oxidarii lipidice sunt peroxizii, produsi primari ai oxidarii
care sunt instabili si rapid scindeaza in produsi secundari.

Cea mai probabild cale de descompunere a hidroperoxidului este un clivaj homolitic a
legaturii dintre atomii de oxigen, in care sunt produsi radicali alcoxi si hidroxi. Radicalul alcoxi
suferd apoi f-scisiunea homoliticd a legaturii carbon-carbon si produce compusi oxo si radicali
alchil saturati sau nesaturati. Dupd rearanjarea electronicd, adaugarea radicalului hidroxil sau
transferul de hidrogen, ultimii produsi secundari de oxidare a lipidelor sunt in mare parte aldehide
cu greutate moleculard mica, cetone, alcooli si hidrocarburi cu lant scurt etc.

Majoritatea produsilor de descompunere ai hidroperoxizilor sunt responsabili pentru
aroma ranceda din uleiul comestibil oxidat. Compusii carbonil alifatici au o influentd mai mare
asupra aromei uleiului oxidat datoritd valorilor lor scazute.

Produsii secundari ai oxidarii au fost analizati prin spectroscopia de masa. Au fost
identificati atat produsi cu masa moleculard mare cat si cu masa moleculard mica. Asa cum
produsii secundari ai oxidarii sunt extrem de volatili si imposibil de detectat, s-a efectuat o
etapa suplimentara de derivatizare a produsilor cu CHH. Totalitatea produsilor oxidarii lipidice

identificati sunt prezentati in Tabelul 3.4.
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Tabelul 3.4 Produsi ai oxidarii lipidice identificati*
Nr. LPP Capul grupirii | m/z+CHH | RT, min
LPP cu masa moleculara mica

1 Pentanal PC 344,1970 3,11
PE 344,1970 3,13
2 Hexanal PC 358,2129 3,73
PE 358,1759 3,67
3 Hidroxi-hexanal PC 374,2072 2,62
PE 374,2075 2,60
4 Hidroxi-hexenal PC 372,1919 2,05
PE 372,1918 2,00
5 Heptanal PC 372,2282 4,54
PE 372,2281 4,56
6 Hidroxi-heptanal PC 388,2231 3,11
PE 388,2229 3,12
7 Heptenal PC 370,2126 4,30
PE 370,2126 4,32
8 Octanal PC 386,2438 5,35
PE 386,2440 5,35
9 Hidroxi-octanal PC 402,2389 3,71
PE 402,2389 3,64
10 Octenal PC 384,2282 5,09
PE 384,2283 5,07
11 Hidroxi-octenal PC 400,2232 2,57
PE 400,2234 2,27
12 Nonanal PC 400,2598 6,21
PE 400,2596 6,20
13 Nonenal PC 398,2442 5,68
PE 398,2441 5,55
14 Hidroxi- nonenal PC 414,2390 3,73
PE 414,2386 3,69
15 Epoxi-nonenal PC 412,2231 4,32
PE 412,2232 4,13
16 Hidroxi-nonadienal PC 412,2232 3,93
PE 412,2232 4,13
17 Decadienal PC 410,2442 6,27
PE 410,2436 6,24
18 Hidroxi-decadienal PC 426,2388 4,39
PE 426,2386 4,57
19 Hidroxi-undecadienal PC 440,2544 4,52
PE 440,2546 4,06
20 Epoxi-undecadienal PC 438,2389 4,42
PE 438,2390 4,36
21 Dodecadienal PC 438,2389 4,42
PE 438,2388 4,36
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Continuarea tabelului 3.4.

Nr LPP Capul gruparii m/z +CHH RT, min
22 Hydroxi-dodecatrienal PC 452,2543 4,36
PE 452,2540 3,87
23 Heptadecanal PC 512,3848 12,08
PE 512,3484 12,14
24 Hidroxi - octadecanal PC 542,3955 12,59
PE 542,3953 12,87
LPP cu masa moleculara mare
25 PC(1:0/20:4 <oxo@C1>) PC 829,668 25,54
26 PE(1:0/20:4 <oxo@C1>) PE 787,6218 25,45
27 PC(P-18:0/11:2 OH@C5>) PC 959,5877 11,41
28 PE(P-18:0/11:2 <OH@C5>) PE 917,5405 11,61
29 PC(P-18:0/8:1 <OH@C5>) PC 919,5553 10,62
30 PC(P-18:0/8:1 <OH@C5>) PE 877,5089 10,61
31 PC(P-18:0/5:0 <oxo@C5>) PC 863,5298 11,19
32 PE(P-18:0/5:0 <oxo@C5>) PE 821,4828 11,10
LPP fara derivatizare cu CHH
33 1-LizoPC PC 588,3312 4,75
34 1-LizoPE PE 500,2791 4,88
35 2-LizoPC PC 552,3672 9,69
36 2-LizoPE PE 464,3150 9,55
37 PC(P-18:0/20:4 <epoxi@sn2>) PC 854,5930 16,75
38 PE(P-18:0/20:4 <epoxi@sn2>) PE 766,5405 16,72
39 | PE(P-18:0/20:4 <epoxi@C1,C2>) PE 766,5404 18,79
40 PC(P-18:0/20:4 <OH@C11>) PC 854,5928 17,21
41 PE(P-18:0/20:4 <OH@C11>) PE 766,5406 17,27
42 PE(P-18:0/20:4 <OH@C5>) PE 766,5406 17,27
43 PC(1:0/20:4 <oxo@C1>) PC 616,3256 5,62
44 PE(1:0/20:4 <oxo@C1>) PE 528,2739 5,66
45 PC(P-18:0/13:3 <oxo@C13>) PC 756,4829 12,24
46 PE(P-18:0/13:3 <oxo@C13>) PE 668,4305 12,00
47 PC(P-18:0/10:2 <oxo@C10>) PC 716,4510 10,93
48 PE(P-18:0/10:2 <oxo@C10>) PE 628,3992 10,76
49 PC(P-18:0/10:2 <epoxy@C5>) PC 732,4459 9,82
50 PC(P-18:0/8:1 <OH@C5>) PC 706,4302 9,07
51 PE(P-18:0/8:1 <OH@C5>) PE 618,3785 10,08
52 PC(P-18:0/7:0 <oxo@C7>) PC 678,4354 10,34
53 PE(P-18:0/7:0 <oxo@C7>) PE 590,3837 10,32
54 PC(P-18:0/7:1 <oxo@C7>) PC 676,4197 10,14
55 PE(P-18:0/7:1 <oxo@C7>) PE 588,3679 9,96
56 PC(P-18:0/7:1 <OH@C5>) PC 694,4305 9,39
57 PE(P-18:0/7:1 <OH@C5>) PE 606,3777 9,29
58 PC(P-18:0/6:1 <oxo@C6>) PC 662,4039 9,79
59 PE(P-18:0/6:1 <oxo@C6>) PE 574,3521 9,66
60 PC(P-18:0/5:0 <oxo@C5>) PC 650,4048 9,99
61 PE(P-18:0/5:0 <oxo@C5>) PE 562,2522 9,77
62 PC(P-18:0/4:0 <oxo@C4>) PC 696,4461 9,70
63 PE(P-18:0/4:0 <oxo@C4>) PE 548,3364 9,57

Nota: rezultate obtinute de catre autor; *LC-MS/MS
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Toate produsele oxidarii lipidice au fost identificate manual prin analiza detaliata a spectrelor
MS2 generate prin softul XCalibur. In fig. 3.5 - 3.14 sunt exemplificate cateva spectre de identificare
a produselor de reactie atit cu masa moleculara mica cat si masa moleculara mare.

Spectrul de masa tandem (Fig. 3.5) al pentanalului derivatizat cu CHH (m/z =344.1970) a
aratat un semnal intens la m/z=244.0968 si un alt semnal minor la m/z =262.1073 care confirma

derivatizarea cu CHH. Semnalul la m/z=84.0812 reprezinta ionul fragment pentru pentanal (CsH;00).
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Fig. 3.5. Spectrul MS2 al pentanalului

Spectrul de masa tandem (Fig. 3.6) al hidroxi-hexanalului derivat cu CHH (m/z =
374.2077) a prezentat un semnal la m/z=366.1966 indicand pierderea de apa (-18 Da)
corespunzatoare grupului OH. Semnalul intens la m/z = 244.0966; un alt semnal la m/z=262.1072
si m/z=276.1339 confirma derivatizarea cu CHH. Semnalul la m/z = 114.0916 reprezinta
fragmentul ion pentru hidroxi-hexanal (CsH1202). Acumularea pentanalului in probele cercetate
imprima probelor analizate miros neplacut a ranced, amar si cu note de lemn (Saroli¢ et al., 2014).

Spectrul de masa tandem (Fig. 3.7) al hidroxi-hexenalului derivat cu CHH (m/z =
372.1910) a prezentat un semnal la m/z=354.1812 indicand pierderea de apd (-18 Da)
corespunzatoare grupului OH. Semnalul intens la m/z =244.0968; un alt semnal la m/z=262.1073
si m/z=276.1342 confirmad derivatizarea cu CHH. Semnalul la m/z=112.0760 reprezinta

fragmentul ion pentru hidroxi-hexenal (CsH1002). Acumularea hidroxi-hexenalului in probele
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cercetate imprima probelor analizate miros neplacut a iarba, a ranced, si vopsea (Saroli¢ et al.,

2014).
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Fig. 3.6 Spectrul MS2 pentru hidroxi-hexanal
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Fig. 3.7 Spectrul MS2 pentru hidroxi-hexenal
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Spectrul de masa tandem (Fig. 3.8) al hidroxi-heptanalului derivat cu CHH (m/z =

388.2229) a prezentat un semnal la m/z=370.2126 indicand pierderea de apd (-18 Da)

corespunzatoare grupului OH. Semnalul intens la m/z = 244.0968; un alt semnal la m/z=262.1074

confirmé derivatizarea cu CHH. Semnalul la m/z = 128.1071 reprezintd fragmentul ion pentru

hidroxi-heptanal (C7H1405).
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Fig. 3.8 Spectrul MS2 pentru hidroxi-heptanal
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Fig. 3.9 Spectrul MS2 pentru octenal
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Fig. 3.10 Spectrul MS2 pentru hidroxi-octadecanal

Spectrul de masa tandem (Fig. 3.9.) al octenalului derivatizat cu CHH (m/z=384.2280) a aratat
un semnal intens la m/z=244.0968 si un alt semnal minor la m/z=262.1073 care confirma derivatizarea

cu CHH. Semnalul la m/z=124.1121 reprezinta ionul fragment pentru octenal (CgH140).
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Fig. 3.11 Spectrul MS2 pentru PC(P-18:1/5:0 <oxo@C5>)
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Spectrul de masa tandem (Fig. 3.10) al hidroxi-octadecanalului derivat cu CHH (m/z =
542.3954) a prezentat un semnal la m/z=524.3857 indicand pierderea de apa (-18 Da)
corespunzatoare grupului OH. Semnalul intens la m/z = 244.0968 si un alt semnal minor la m/z =
262.1073 confirma derivatizarea cu CHH. Semnalul la m/z = 282.2792 reprezinta fragmentul ion
pentru hidroxi-octadecanal (CigH360>).

Spectrul de masa tandem (Fig. 3.11) al PC-ului derivatizat cu CHH (P-18:1/5: 0
<oxo@C5> (m/z = 863.5293) a prezentat un semnal relativ intens la m/z=184.0735 care reprezinta
capul PC. Semnalul intens la m/z=244.0972 si un alt semnal minor m/z=262.1060 confirma
derivatizarea cu CHH. Semnalul la m/z=508.3773 reprezinta ionul fragment pentru 2-LizoPC

(C25H51NOgP). Fragmentul ionul la m/z=86.0972 indica structura sn-2 5C-carbonilului.
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Fig. 3.12. Spectrul MS2 pentru PE(P-18:0/8:1 <OH@C5>)

Spectrul de masa tandem (fig.3.12) al PE derivatizat cu CHH (P-18:0/8:1<OH@C5>) (m/z
= 877.5077) a prezentat un semnal la m/z = 859.4978 indicand pierderea de apa de 18 Da care
corespunde prezentei grupului OH. Semnalul la m/z = 736.4893 care indica o pierdere neutra de
141 Da corespunde pierderii grupului de cap PE. Semnalul intens la m/z = 602,3816 indica o
pierdere neutrd de -275Da caracteristica pentru pierderea CHH-1. Celelalte douad semnale la m/z
= 244.0967 (CHH-3) si un alt semnal minor m/z = 262.1074 (CHH-2) confirma derivatizarea
CHH. Semnalul la m/z = 169.0966 indica structura ionului sn-2 fragment.
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Spectrele de masa in mod negativ in tandem (Fig. 3.13) ale PC-ului (P-18:0/7:1 oxo@C7)
(m/z = 676.4197) au aratat un semnal la m/z = 616.3969 indicand pierderea neutrd de 60 Da
indicand pierderea de formiat si a unui metil. Semnalul la m/z = 492,3477 indica fragmentul ion
pentru 2-LizoPC-CHj3. Cel mai intens semnal la m/z = 141,0556 indica ionul fragment pentru
compusul sn-2 carbonilic (C7H9O3) si un alt semnal minor la m/z = 97,0656 care indica pierderea

de 44Da corespunzitoare pierderii gruparii COO.
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Fig. 3.13. Spectrul MS2 pentru PC(P-18:0/7:1 oxo@C7)

Spectrele de masa in tandem cu mod negativ (Fig. 3.14) ale PE (P-18:0/20:4<OH>) (m/z =
766.5382) au ardtat un semnal la m/z = 464.3144 indicand fragmentul ion pentru 2- LizoPE.
Semnalul la m/z=319.2282 indica fragmentul ion la m/z=319.2282 indicand acidul gras arahidonic
cu addugarea gruparii OH. Semnalul la m/z=301.2177 indica o pierdere de -18 Da corespunzitoare
pierderii de apa din sn-2 FA. Pe baza semnalului la m/z = 167.1075 au fost identificate pozitia
grupului OH la caracteristica C11 pentru PE (P-18:0/20:4<OH@C11>) si prin semnal la
m/z=115.0398 au fost identificate pozitia grupului OH la caracteristicile C5 pentru al doilea oxoPE

isomeric - PE(P-18:0/20:4<OH@C5>).
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Fig. 3.14. Spectrul MS2 pentru PE(P-18:0/20:4 <OH>)

Datorita diversitatii si complexitatii compusilor lipidici in natura, inca nici un protocol de
analiza nu a fost capabil sa extraga toate clasele de lipide cu aceeasi eficienta (Lange et al., 2019).
Separarea LPP-urilor de lipide oxidate a fost efectuata prin cromatografie lichidd in faza inversa
pe coloana C18. Evaluarea plasmalogenilor oxoPE si oxoPC a fost realizata cu succes, atit cu
ionizare ESI in modul ion-negativ, cat si cu ionizare ESI in modul ion-pozitiv.

In modul ion-pozitiv, ionii ,,cvasi-moleculari” protonati ((M+H]") sunt in general observati
pe cromatogrami. In modul ion negativ, peak-urile corespund ionilor "cvasi-moleculari"
deprotonati ([M-H]") sau cu aducti de format ((M+HCOO).

LPP-urile separate din coloand sunt transferate catre sursa de ioni MS. Sursa de ioni
converteste si fragmenteaza moleculele neutre ale probei in ioni care sunt trimisi la analizatorul
de masd. Semnalele observate corespund cu LPP-ul eluat la un timp de retentie specific (RT,
min). Timpul de retentie al semnalelor LLP depinde de numarul si lungimea lanturilor de carbon,
configuratia si pozitia legaturilor duble.

Prima treime a semnalelor sunt reprezentate de produsele de oxidare cu lant scurt si,
respectiv, un timp de retentie mai scurt. A doua treime a semnalelor va fi pentru produsii de oxidare

cu lant lung si pana la sfarsit vor elua lipidele native si standardul intern dacd a fost injectat la inceput.
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Tabelul 3.5 Modificarile produsilor oxidarii lipidice cu masa moleculara mica derivatizat cu CHH (mod pozitiv)*

PC/PE/ Formula Formula Produsul Formula
Modificare Tipul ionizarii Precursor chimica chimica m/z rocusu chimica m/z
oxoLL.PP < . MS2 .
(neutra) (ion) (ion)

CHH-2 C14H16N203 262,1074
Trunchiere oxoLPP [M+H]* Pentanal CsHi00 Ci9H26N303 344,1970 CHH-3 C14H12NO3 244,0967
Fragment ionic CsHioN 84,0812
CHH-2 Ci4Hi6N203 262,1074
Trunchiere oxoLPP [M+H]* Hexanal CsHi20 C20H28N303 358,2126 CHH-3 C1sH12NO3 244,0970
Fragment ionic CsHi2N 98,0969
Pierderea H2O C20H26N303 356.1966
. . . CHH-1 Ci4HisN303 276.1339
T(I)‘g“;ﬁﬁlr: oxoLPP [M+H]* Hidroxi-hexanal CeHnO» | CaoHasN:Os | 3742072 | CHH2 CuaHisN20s | 262.1072
’ CHH-3 C14H12NO3 244.0966
Fragment ionic CsH12NO 114.0916
Pierderea H>O C20H24N303 354,1812
CHH-2 C14H16N203 262,1073
Trunchiere, N . ) CHH-? ' Ci14H12NOs3 244,0968
OH aditic oxoLPP [M+H] Hidroxi-hexenal CsH1002 C20H26N304 372,1919 Fragrlrzel:)rg)mmc CotiNa 11,0923
F raggl(ﬁ;fg)“’mc CeH1NO 112,0760
CHH-1 C14Hi1sN303 276.1335
. Heptanal CHH-2 Ci14H16N203 262.1073
Trunchiere oxoLPP [M+H]+ C7H140 C21H30N303 372.2280 CHILS Cral1NOs 2440968
Fragment ionic C7HusN 112.1124
Pierderea H>O C21H2sN303 370,2126
T(I)“}?‘;Iéllf: oXOLPP [M+H]* Hidroxi-heptanal | CrHiO: | CaHNaOs | 3882231 it e 24 0569
Fragment ionic C7HiuNO 128,1071
CHH-2 Ci14H16N203 262,1074
Trunchiere oxoLPP [M+HT* Heptenal C7H120 C21H28N303 370,2126 CHH-3 C14H12NO3 244,0968
Fragment ionic C7HiN 110,0970
CHH-2 Ci4Hi6N203 262,1073
Trunchiere oxoLPP [M+HT* Octanal CsHi60 C22H3:N303 386,2438 CHH-3 C14H12NO3 244,0968
Fragment ionic CsHieN 126,1277
Pierderea H20 C22H30N303 384.2279
ng (;Icllliiir: oxoLPP [M+H]* Hidroxi-octanal CsHi602 C22H32N304 402.2380 gﬁg: é gijﬁiigzgz %g }(3;(5)
CHH-3 Ci14H12NO3 244.0965

80




Continuarea tabelului 3.5.

PC/PE/ Formula Formula Produsul Formula
Modificare Tipul ionizarii Precursor chimica chimica m/z chimica m/z
oxoLPP - . MS2 .
(neutra) (ion) (ion)

Fragment ionic CsHisNO 142.1226

CHH-2 Ci14Hi16N203 262,1073

Trunchiere oxoLPP [M+H]* Octenal CsH140 C22H30N303 384,2282 CHH-3 C1sH12NO; 244,0968
Fragment ionic CsHusN 124,1121

Pierderea H2O C22H2sN303 382.2125

CHH-1 Ci4H1sN303 276.1342
Trunchiere, " Hidroxi-octenal CHH-2 C14H16N203 262.1072
OH aditie oxoLPP [M+H] CsHi402 C22H30N304 400.2233 CHIL3 Crall1NOs 44,0967

Pierderea CHH (-

275 Da) CsHiz0 125.0963

CHH-2 Ci14H16N203 262,1073
Trunchiere oxoLPP [M+H]* Nonanal CoH130 C23H34N303 400,2598 CHH-3 C14H12NO3 244,0969
Fragment ionic CoHisN 140,1434
CHH-1 Ci14Hi1sN303 276,1340

. " CHH-2 C14H16N203 262,1073
Trunchiere, oxoLPP [M+H] Nonenal CoHi160 C23H32N303 398,2441 CHIL3 Crall1NOs 242.0968
Fragment ionic -1 CoHi6N 138,1278

Pierderea H.O C23H30N303 396,2282
Trunchiere, " . . CHH-2 Ci14H16N203 262,1074
OH aditic oxoLPP [M+H] Hidroxi-nonenal CoHi602 C23H32N304 414,2390 CHIL3 CrHNOs 244.0969
Fragment ionic CoHi7N 139,1118
. - CHH-2 Ci4Hi16N203 262.1074

E - 1

Tmnc.hdlere’ oxoLPP [M+H]* poxi-nonena CoHuO» | CasHyNsOs | 412.2223 CHH-3 CuuHRNOs | 244.0968
epoxidare Fragment ionic CoH1uNO 152.1067
Pierderea H2O C23H23N303 394.2201
Trunchiere, N Hidroxi-nonadienal (PC) CHH-2 C14H16N203 262,1074
OH aditic oxoLPP [M+H] CoH1402 C23H30N304 412.2232 CHIL3 CrlNOs 2420969
Fragment ionic CoH17N 152.1100

CHH-2 C14H16N203 262.1073

Trunchiere . . . CHH-3 C14H12NOs 244.0968

o +H]" - . —

OH aditic oxoLPP [M+H] Hidroxi-nonadienal (PE) | CoH1402 C23H30N304 412.2232 Fragment ionic CoHLNO 1521070
Pierderea H2O CoHi2N 134.0968
CHH-2 Ci14H16N203 262.1074

. . CHH-3 Ci14H12NO3 244.0968

+HT

Trunchiere, oxoLPP [M+H] Decadienal CioHi160 C24H32N303 410.2440 Fragment jonic CrobieN 1501278
Pierderea COO CsHi 71.1457
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Continuarea tabelului 3.5.

PC/PE/ Formula Formula Produsul Formula
Modificare Tipul ionizarii Precursor chimica chimica m/z rocusu chimica m/z
oxoLPP < . MS2 .
(neutra) (ion) (ion)
Pierderea H.O C24H30N303 408,2294
Trunchiere . 4 ‘ CHH-2 Ci14Hi16N203 262,1074
OH aditic > oxoLPP [M+HT* Hidroxi decadienal C10H1602 C24H32N304 426,2388 CHH-3 C14H12NO3 244,0968
; Fragment ionic-1 CioHi6NO 166,1229
Fragment ionic-2 CoHi50 139,1118
Pierderea H2O C25H32N303 422,2450
CHH-1 C14Hi18N303 276,1335
Tgl}? (;Icllliiir:, oxoLPP [M+HT* Hidroxi undecadienal | CiiHisO2 CosH3aN3O4 | 440,2543 gggi %‘f;'jifgj ;461421(1)(9)22
P‘erd;;‘;aD?){H 1 cimvo 165,1270
Trunchiere ‘ . CHH-2 Ci14Hi16N203 262,1073
Epoxi dare, oxoLPP [M+HT* Epoxi undecadienal C11HisNO2 C25H32N304 438,2389 CHH-3 C14H12NO3 244,0968
Fragment ionic Ci11HisON 178,1225
CHH-2 C14H16N203 262,1073
Trunchiere oxoLPP [M+HT* Dodecadienal C12H200 C26H36N303 438,2386 CHH-3 C1sH12NO; 244,0968
Fragment ionic Ci2H20N 178,1225
Pierderea H2O C26H32N303 434,2478
CHH-2 C14H16N203 262,1072
Trunchiere . ) ) ) CHH-3 Ci14H12NO3 244,0968
OH aditie i oxoLPP [M+H] Hidroxi dodecatrienal | Ci2HisO2 C26H34N304 452,2571 | Fragment ionic C12Hi13s0N 192,1390
’ Fragmentare in
locul modificarii Ci1oH150 151,1118
(OH@C3)
CHH-2 C14H16N203 262,1071
Trunchiere oxoLPP [M+H]* Heptadecanal C17H340 C31H50N303 512,3848 CHH-3 CisH12NOs3 244,0964
Fragment ionic CieHsa 226,7829
Pierderea H2O C32Hs0N303 524,3857
Tgﬂl Z}(llliiir:, oxoLPP [M+H]* Hidroxi octadecanal CisH3602 C32Hs52N304 542,3955 Fragg_flr_l[t_;omc C%igiﬁj& giigg;
CHH-3 Ci14sH12NO3 2440969

82



Drept standard intern, in general, se utilizeaza un compus lipidic complet saturat, care este
adaugat ca o cantitate fixa de standard la toate probele 1nainte de analiza.

In cazul  spectrometriei de masa in tandem MS/MS, avem doui etape de MS. In prima
etapd, ionii de m/z dorit sunt izolati de restul ionilor de la sursa de ioni. Ionii separati sunt numiti ioni
precursori. lonii precursori selectati sunt apoi supusi fragmentarii care rezulta in fragmente de ioni.

Tehnicile de ionizare moale sunt utilizate impreuna cu celulele de coliziune unde este indusa
fragmentarea prin disociere indusa de coliziune (CID) a ionilor precursori. In rezultat, fragmentele
ionizate vor fi detectate pe al doilea spectru de MS/MS.

Derivatizarea cu CHH permite identificarea atat a LPP cu greutate moleculard mica, cat si a LPP
cu greutate moleculara mare. In tabelul 3.5. sunt redate totalitatea modificarilor produsilor oxidarii lipidice
cu masa moleculara mica derivatizate cu CHH si identificate prin ionizare ESI in mod pozitiv.

In urma testarilor au fost identificati produsi ai oxidarii lipidice formati ca urmare a clivarii
lanturilor alchil a hidroperoxizilor si anume: pentanal, hidroxi-hexanal, heptanal, heptenal, hidroxi-
nonenal sau hidroxi-decadienal etc. Cromatografia lichidd cu fazd inversd a permis separarea
produsilor oxidarii lipidice in dependentd de hidrofobicitatea acestora care este influentatd de
lungimea lantului acil si de numarul si pozitia legaturilor duble. Separarea eficientd a LLP a fost
asiguratd prin utilizarea fazei stationare C18 si fazei mobile compuse din apa bidistilata, acetonitril si
izopropanol in gradient. Identificarea produsilor oxidarii lipidice a fost posibild datoritd prezentei
semnalelor distincte cu un anumit raport masé/sarcina (m/z) specific pentru fiecare compus identificat
asa ca prezenta derivatizarii cu CHH confirmate prin semnalele m/z=262,1074 si m/z=244,0967.
Fragmentele ionice pentru fiecare compus identificat au fost confirmate prin semnale distincte ca de
exemplu pentru octanal semnalul m/z=126,1277; pentru hidroxi-nonenal semnalul m/z=139,1118;
pentru heptadecanal semnalul m/z=226,7829 etc.

In tabelul 3.6. sunt redate totalitatea modificarilor produsilor oxidarii lipidice cu masi
moleculard mare derivatizate cu CHH si identificate prin ionizare ESI Tn mod pozitiv. Principalii
compusi identificati sunt: PC(1:0/20:4 <oxo@C1>) cu m/z=829,6680; PC(P-18:1/5:0 <oxo@C5>)
cu m/z=863,5298 si PC(P-18:0/11:2 <OH@C5>) cu m/z=959,5877. Derivatizarea cu CHH a fost
confirmatd prin prezenta semnalelor caracteristice m/z=262,1074 si m/z=244,0967. Totalitatea
produsilor oxidarii lipidice cu masa moleculard mare identificati s-au format ca rezultat a ruperii

lantului de carbon sau ca urmare a aditiei gruparii hidroxil (OH).
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Tabelul 3.6 Modificarile produsilor oxidarii lipidice cu masa moleculara mare derivatizat cu CHH (mod pozitiv)*

PC/PE/ Formula Formula Formula
Modificare oxoLPP Tipul ionizarii Precursor chimica chimica m/z Produsul MS2 chimica m/z
(neutra) (ion) (ion)
Pierderea CHH-1 C29Hs50N07P 569,7653
Trunchiere PC [M+H]* PC(1:0/20:4 <oxo@C1>) | Ca9HsoNOsP | Ca3HeeN4O1oP | 829,6680 CHH-3 Ci14H16N2053 244,0969
PC head group CsHisNO4P 184,0735
sn-2 fragment
Trunchiere PE [MHH]" PE(1:0/20:4 <ox0@C1>) | CaHuNOsP | CaoHeoN:OwP | 787.6218 jonic CaoHl202 304,9622
CHH-3 Ci4Hi6N203 2440967
Pierderea HO Cs1Hg2N4O10P 941,5759
. . . Pierderea CHH-1 C37He7NOsP 684,4625
Tgﬁ“:;zr: PC [M+H]* ngﬁlégglijz CyHaNOGP | CsiHsNsOP | 959,5877 CHH-2 CuHisOsN2 | 262,1074
’ CHH-3 CisHi2O3N 244,0973
PC head group CsHisNO4P 184,0734
Pierderea H.O C48H76N4O10P 899,5219
Trunchiere, " PE(P-18:0/11:2 Pierdereca CHH-1 | C34Hs3sN2O7P 642,4150
OH aditic PE [M+H] <OH@C5>) C3sHeNO9P | CasH7sN4OuP | 917,5405 CHH2 CraHiN.0s 262.1074
CHH-3 C14H12NO3 2440970
Pierderea H2O C4sH78N4O10P 901,5447
Pierderea CHH-1 C34HesNOsP 644,4288
Trunchiere, . PC(P-18:0/8:1 Lizo PC Ca6HssNO6P 508,3765
OH aditie PC [M+H] <OH@C5>) CasHoNOSP |- CasHsoN4OuP | 919,5553 CHH-2 CisHisNOs | 262,1074
CHH-3 CisH12NO3 244,0968
PC head group CsHisNO4P 184,0734
Pierderea H.O C45H72N4OoP 859,4978
Plerdeggl;E head Ca3HosN3O7 736,4893
Trunchiere, N PE(P-18:0/8:1 Pierderea CHH-1 | C3Hs7NOsP 602,3816
OH aditic PE [M+H] <OH@C5>) C31HssNOoP | CasHN4OuP | 877,5086 CHH2 CraicNaOs 262.1074
CHH-3 C14H12NO3 2440967
sn-2 fragment | N0y | 169,006
ionic
LizoPC C26HssNOeP 508,3773
. PC(P-18:1/5:0 CHH-2 Ci14Hi16N203 262,1060
Trunchiere PC [M+H]* <ox0@C5>) C31HoNOsP | CasH76N4O10P | 863,5298 CHH-3 Ci4sH12NO;3 244,0972
PC head group CsHisNO4P 184,0735
sn-2 oxo fragment C4HeO2 86,0971
Plerderea PEhead | 0 onio | 680.4645
group
. PE(P-18:1/5:0 Pierderea CHH-1 CasHs3sNO7P 546,3556
Trunchiere PC [M+H]* <ox0@ C 5>) C2sHsaNOsP | Ca2H7oN4O10P | 821,4828 CHH-2 Ci1sHi16N203 262,1071
CHH-3 Ci14H12NO3 2440967
sn-2 oxo fragment | 4y o 97,0655

ionic
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O separare eficientd a compusilor analizati in coloana este posibila datoritd respectarii unor
parametri si optimizarea continud a metodei de separare utilizate in LC-MS/MS. Compozitia
gradientului utilizat in etapa de separare va influenta retentia compusilor in coloana. In comparatie
cu compusii neutri, lipidele ionizate atestd retentie scdzutd pe o coloand cu faza inversa datorita
polaritatii ridicate a acestora. La fel utilizarea aditivilor in faza mobila a coloanei (de ex.: acetatatul
de amoniu, format) a permis optimizarea eficientd a procesului de separare.

Oxidarea lipidelor se propaga prin diferite cdi care includ: reactia Russell, rearanjarea Hock,

abstractia de H din structura lipidelor adiacente nemodificate etc.

e Reactia de rearanjare Hock este o rearanjare a hidroperoxizilor care are ca rezultat o scindare
a legaturii C-C pentru a forma alcool si aldehida polinesaturata, de exemplu 2,4 nonadienal.

e Beta-sciziunea radicalului alcoxi care rezulta in ruperea legaturilor C-C in pozitia f a catenei.
e  Abstractia de hidrogen. Radicalii formati se pot stabiliza prin abstractia de H de la moleculele
invecinate, ducand la formarea de noi radicali liberi. Radicalii alcoxi sunt cunoscuti pentru
capacitatea lor de a forma o legatura puternica RO-H.

e Reactiile de reducere a hidroperoxidului induse de metale reprezintd un amplificator eficient
al oxidarii lipidelor.

e Mecanismul Russel reprezintd o reactie proprie a radicalilor peroxil (ROO-) formand ca
produse: alcooli, cetone si 'O, etc.

e Rearanjarea intramoleculara si formare de epoxid.

In tabelul 3.7. sunt prezentate modificarile produsilor oxidarii lipidice cu masd moleculara
mare identificate prin ionizare ESI in mod negativ. Compusii ionizati s-au format prin aditie de format
([IM+HCOQY) sau deprotonare ([M-H]). Compusii enumerati mai jos s-au format abundent prin
trunchierea lantului de acid gras si ulterior formarea aldehidelor corespunzitoare, a acizilor
carboxilici si a LLP cu masa moleculara mare.

Principalii compusi identificati sunt: 1-LizoPC cu m/z=588,3312;  PC(P-18:0/20:4
<epoxy@sn2>) cu m/z=854,5920; PC(P-18:0/20:4 <OH@C11>) cu m/z=854,5887 si PC(P-18:0/7:1
<oxo@C7>) cu m/z=676,4197. LLP cu masa moleculara mare pot fi identificati fara aplicarea etapei
de derivatizare. Totalitatea produsilor oxidarii lipidice identificati s-au format ca rezultat a ruperii

lantului de carbon sau ca urmare a aditiei gruparii hidroxil (OH).
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Tabelul 3.7 Modificarile produsilor oxidarii lipidice cu masa moleculara mare (modul negativ)

Formula | Formula Formula
. PC/PE/ . s e <. s o s o Produsul s o
Modificare Tipul ionizarii Precursor chimicd | chimica m/z chimica m/z
oxoLPP 9 . MS2 .
(neutra) (ion) (ion)
gﬁg‘?gg CxHusNOP | 528,3095
T hi PC [M+HCOO] 1-LizoPC C28H50NO7P | C20Hs1NOoP | 588,3312 3AG T :
runchiere e SETE G0 303,2327
Pierderea H C25sH43sNO7P 500,2781
Trunchiere PE [M-H] 1-LizoPE C2sHasNO7P | C2sH3NO7P | 500,2791 | sn-2 Ai(o} nt;rcagment CaoHs10s 303.2328
gﬁg‘?gg C24HaoNOP | 492,3454
Trunchiere PC [M+HCOO] 2-LizoPC CasHsiINOGP | C26Hs2NOsP | 552,3672 TAGf "
sn-l AV ITagment) ¢ ' Hys0 267,2690
10nic
Pierderea H C22H44aNOgP 464,3144
Trunchiere PE [M-H] 2-LizoPE C22H4sNO6P | C22HuaNO6P | 464,3150 sn-1 if(;r;aliment C1sHasO 267.2690
Pierderea CisH2NOsP | 794,5695
. PC(P-18:0/20:4 CH.CO0
Epoxidare PC [M+HCOO] <epoxy@sn2>) Ca6HsaNOsP | Ca7HssNO1wP | 854,5920 LizoPC C25Hs50NOsP 492,3450
a2 AGO" | G0y | 3192281
ragment 10nic
Pierderea H C43H77NOsP 766,5384
Epoxidare PE [M-HJ EE(P' 18:0/ 2;);4 CusH7sNOsP | CsHiNOsP | 766,5403 ;i()GPE o CoHuNOP | 464.3137
epoxy@sn2>) Sn-2 Al =L C20H3105 319,2283
fragment ionic
Pierderea H C43H77NOsP 766,5352
PE(P- sn-2 AG fragment
Epoxidare PE [M-H] 18:0/20:4<epoxy@C1,2 | C4sHzsNOsP | C4sH77NOsP | 766,5404 ionic Cooll3102 3032322
>) sn-1 <epoxy> CisHisO» | 2832637
fragment ionic
Pierderea
CH3COO CasHs2NOsP 794,5685
LizoPC C25HsoNOgP 4923453
. . sn-1 AG<OH>
OH aditie PC [M+HCOO] Pfg; 1@8C01/ fg')“ CasHuNOSP | CaHgsNOP | 854,5887 | fragmentionic | CH»0s | 319.2270
Pierderea H2O C20H2902 301,2164
Fragmentare in
locul modificarii C1oH1502 167,1018

(OH@C11)
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Continuarea tabelului 3.7.

Formula | Formula Formula
. PC/PE/ sl o .o Lo Produsul Lo
Modificare Tipul ionizarii Precursor chimicd | chimica m/z chimica m/z
oxoLPP < . MS2 .
(neutri) (ion) (ion)
Pierderea H C43H77NOsP 766,5382
LizoPE C22H44NOgP 464,3144
sn-2 fragment | ¢ b0, | 3192282
0onic
.\ ) PE(P-18:0/20:4 sn-2 fragment
OH aditie PE [M-H] <OH@C11>) Cs3H7sNOsP | C4sH77NOsP | 766,5406 ionic -Picrderea CaoHasOn 301.2177
H0
Fragmentare in
locul modificarii CsH703 115,0398
(OH@C11)
Pierderea H C43H77NOsP 766,5382
LizoPE C22H44NOgP 464,3144
-2 AG<OH>
OH aditie PE [M-HJ PE(P-18:0/20:4 CusHrsNOsP | CasHNOsP | 766,5406 Sf?agmem fonie | 11" 2R
’ <OH@C5>) TS RIS ’ Pierderea H20 C20H2002 301,2177
Fragmentare in
locul modificarii Ci10H1502 167,1075
(OH@CS5)
Pierderea
) ) PC(1:0/20:4 CHsCOO C23H4sNOsP 566,3044
Trunchiere PC [M+HCOO] < Cl> C20HsoNOsP | C3oHs1INO1oP | 616,3256 7 AG fraement
ox0@Cl1>) e e Ca0H3102 303,2327
Pierderea H C26Ha3NOsP 528,2736
sn-2 AG fragment
Trunchiere PE [M-HJ PE(1:0/20:4 <oxo@C1>) | C26HuNOsP | C2sHasNOsP | 528,2739 ionic CoolnnO2 1 303,2329
Pierderea HGand | o by Noop | 242,0443
formyl
Pierderea C3sHesNOsP | 696,4598
. PC(P-18:0/13:3 CH,C00
Trunchiere PC [M+HCOO] <oxo@C13>) C39H70NOsP | C4oH71INO1oP | 756,4829 LizoPC Ca5HsoNOGP 492,5568
oxosn-2 C13H170s 221,189
fragment ionic
Pierderea H C36He3sNOsP 668,4306
LizoPE C22H44NOgP 464,3181
. i PE(P-18:0/13:3 2
Trunchiere PE [M-H] <ox0@C13>) C36HesNOsP | C36HesNOsP | 668,4305 ) sn-2 oxo CisH1705 21,1183
ragment ionic
Pierderea COO C12H170 177,1285
. . Pierderea
Trunchiere PC [M+HCOO] Pee- S'COI/ (1)2'2 CsHeeNOSP | CseHaNOWP | 7164510 CHico0 | CxHeNOP | 6564283
0x0@C10>) LizoPC CasHsoNOeP | 492,3453
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Continuarea tabelului 3.7.

Formula | Formula Formula
. PC/PE/ sl o .o Lo Produsul Lo
Modificare Tipul ionizarii Precursor chimicd | chimica m/z chimica m/z
oxoLPP < . MS2 .
(neutri) (ion) (ion)
oxo sn-2 CioHi0s | 181,0868
fragment ionic
Pierderea COO CoHi30 137,0970
Pierderea H Cs33Hs5oNOsP 628,3978
. LizoPE C22H44NOsP 464,3148
Trunchiere, OH B PE(P-18:0/10:2 2
aditic PE [M-H] <ox0@C10>) C33HeoNOsP | C33HsoNOsP | 628,3992 . sn-2 oxo CioH1305 181,0869
; ragment ionic
Pierderea COO CoH130 137,0971
Pierderea CssHuNOWP | 672.4271
Trunchiere PC(P-18:0/10:2 CH,C00
. > PC [M+HCOO] . C36HesNOoP | C37He7NO11P | 732.4570 LizoPC C25H50NOsP 492.3468
epoxidare <epoxi>) ox0 Sn2
L Ci10H1304 197.0820
fragment ionic
Pierderea
CHsCOO C33He2NO9P 646,4081
. LizoPC C25HsoNOsP 492,3457
Trunchiere, OH PC(P-18:0/8:1 2
o PC [M+HCOO] C34HesNOoP | C3sHesNO1P | 706,4302 0X0 sn-2
aditie <OH@C5>) fragment ionic CgHi104 171,0664
Pierderea H20 CsHoOs 153,0555
Pierderea COO C7HoO 109,0657
Pierderea H C31Hs7NO9P 618,3785
LizoPE C22H44NOgP 464,3134
Trunchiere, OH ) PE(P-18:0/8:1 sn-2 0xo
aditic PE [M-H] <OH@C5>) C31HssNOoP | C31Hs7NOoP | 618,3785 fragment onic CsHi104 171,0664
Pierderea H20 CsHoOs 153,0551
Pierderea COO C7HyO 109,0657
Pierderea C33HaNOsP | 618.4138
. PC(P-18:0/7:0 CH:CO0
Trunchiere PC [M+HCOO] <ox0@CT>) C33HeaNOsP | C3aHesO10P |  678.4341 LizoPC C25HsoNOeP 492.3460
oxosn-2 C7H10s 143.0711
fragment ionic
Pierderea H C30Hs6NOsP 590.3827
Trunchiere PE [M-HJ P<E(P' g:coézz)o C30Hs7NOsP | C3oHssNOsP | 590.3827 L‘Z2°P E CuHuNOsP | 4643148
0x0 SN2 OXO0 C7H1103 143.0712
fragment ionic
Pierderea
CHsCOO C32He0NOsP 616,3969
Trunchiere PC [M+HCOO]- P<C(P -1 83)7/:1 Cs3HuNOP | C3HeNOWP | 676,4197 LIZ"PCZ CosHsoNOGP | 492,3477
oxo@C7>) OX0 S-S C7Hs03 141,0556
fragment ionic
Pierderea COO Ce¢HoO 97,0656
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Continuarea tabelului 3.7.

Formula | Formula Formula
. PC/PE/ e e e o o .o s o Produsul Lo
Modificare Tipul ionizarii Precursor chimicd | chimica m/z chimica m/z
oxoLPP < . MS2 .
(neutri) (ion) (ion)
Pierderea H C30HssNOsP 588,3686
Trunchiere PE [M-HJ PE(P-18:0/7:1 CioHssNOP | C3oHssNOsP | 588,3679 SI;II-ZQ,O(I)) Eo S
<oxo@C7>) e R ’ . o C7Hs03 141,0556
ragment 10nic
Pierderea COO Ce¢HoO 97,7077
Pierderea C2HaNOWP | 634.4076
Trunchiere, OH PC [M+HCOO] PC(P-18:0/7:1 C33HsNOWP | C34HesNOIP | 694.4279 (;I;;(;r? (2)
o 331164 9 341165 11 B -
aditie <OH@C5>) fragment ionic C7H1104 159.0663
Pierderea H2O C7H9Os 141.0558
Pierderea H C30Hs7NO9P 606.3777
. LizoPE C22H44NOsP 646.3134
Trunchiere, OH B PE(P-18:0/7:1
aditic PE [M-H] <OH@C5>) C30H58NOoP | C30Hs7NOoP | 606.3777 . sn-2 oxo CoH110s 159.0661
; ragment ionic
Pierderea H2O C7H9Os 141.0558
. PC(P-18:0/6:1 gﬁ:‘ée(r% C31HssNOsP | 602,3792
Trunchiere PC [M+HCOOQ] <ox0@C6>) C32HsoNOsP | C33HeiNO1oP | 662,4039 LizoPC CoslTaNOD 2923489
Pierderea oxo AG CsH703 127,0396
Pierderea H C29Hs3NOsP 574,3541
Trunchiere PE [M-HJ P<E(P-é§:((:) ég)l C20Hs4aNOsP | C20Hs3sNOsP | 574,3521 L1Z20PE CoHaNOGP 464,3130
0x0 Si2 OX0 CeH703 127,0400
fragment ionic
Pierderea C30HssNOsP | 590,3826
. PC(P-18:0/5:0 CH:C00
Trunchiere PC [M+HCOO] <ox0@C5>) C31HeoNOsP | C32HeiNO1oP | 650,4048 LizoPC C25HsoNOgP 492,3458
oxo sn-2 CsH703 115,039
fragment ionic
Pierderea H C2sHs3NOsP 562,3521
Trunchiere PE [M-HJ P <E(P 'lgé)éi:() CasHsiNOP | CasHssNOSP | 562,522 LiZoPE CoHuNOP | 464.3137
0x0@C5>) SN2 0X0 CsH70s 115,0400
fragment ionic
Pierderea C2oHseNOsP | 576,3672
. PC(P-18:0/4:0 CLHSCH0
Trunchiere PC [M+HCOO] <oxo@C4>) C30HssNOsP | C31HsoNO1oP | 636,3885 LizoPC C25sHs0NOsP 492,3440
oxosn-2 C4HsO3 101,0242
fragment ionic
Pierderea H C27Hs51NOsP 548,2659
Trunchiere PE [M-H] P<E (P-g:coﬁz)o CaHsNOP | CaHsiNOSP | 548,3364 L‘Z2°P E CuHuNOP | 464,314
0X0 SI-2 0X0 C4H50s 101,0273
fragment ionic
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In rezultatul testarilor prin metoda de cromatografie lichida cuplati la spectrometrie de
masa in tandem (LC-MS/MS) au fost indentificati 83 produsi ai oxidarii lipidice.

Rezultatele prezentate mai sus demontreaza diversitatea de produse al oxidarii lipidice
formate prin aditia de oxigen (epoxidarea, aditia OH) si clivajul oxidativ (aldehide si acizii
carboxilici corespunzatori). Rata oxidarii lipidice este determinatd de un set complex de factori ce
includ compozitia acizilor grasi a lipidelor analizate sau prezenta compusilor cu caracter
antioxidant (ex.: tocoferol). Identificarea LPP a permis studierea mecanismelor de oxidare lipidica

si analiza evolutiei cantitative a produsilor oxidarii lipidice care s-au format in procesul de oxidare.

.......

In lucrare s-a analizat cantitatea de LPP formati timp de 30 ore prin mecanismul de oxidare
indus de Reactia Fenton la 45°C. Produsii primari ai reactiei de oxidare sunt instabili, se
descompun si conduc la scindarea homolitica si formarea compusilor volatili, care reprezinta
produsi secundari ai oxidarii si includ aldehide si cetone. Aceste componente influenteaza negativ

calitatea produsului alimentar prin formarea mirosului de ranced.

O. O
Chemical Formula: CsH4c0O OH

Exact Mass: 86.07

Fig. 3.15. Mecanismul de formare a pentanalului (dupa Coliva, G. et al., 2020)

In faza initiald a procesului de oxidare a uleiului vegetal, triacilglicerolii scindeazi si
cantitdti reduse de acizi grasi polinesaturati sunt eliberati. Acesti acizi grasi servesc drept subtrat
pentru initierea reactiilor de oxidare (Nawar, 1969). Pe parcursul oxidarii lipidice, hidroperoxizii

se formeaza drept compusi primari. peroxizii sunt compusi fara miros si fara gust, dar care in urma
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descompunerii degradeaza intr-o varietate de produsi secundari din diferite clase de compusi asa
ca alcani, alcooli, esteri, aldehide si cetone (Frankel, E. N. et al., 1992). Compusi secundari ai
oxidarii asa ca hexanalul, octenalul, decadienalul influenteaza aroma produsului alimentar, chiar
si In concentratii reduse. Oxidarea lipidelor, in special a fosfolipidelor care au in structura lor acizi
grasi nesiturati conduc la formarea unui sir larg de compusi aldehidici. in acest context, in
continuare au fost studiati produsii de reactie ai oxidarii fosfolipidelor si anume PE (Fosfotidil-
etanolamind) si PC (Fosfotidil-colina).

Analizand dinamica formarii pentanalului pe parcursul oxidarii fosfolipidelor PC si PE
observdm ca pentanalul format in urma oxidarii lipidelor PE are o evolutie constatntd pe tot
parcursul celor 30 ore de expunere la conditii prooxidante. Valorile initiale la Oh de oxidare pentru
lipidele PC sunt considerabil mai joase in comparatie cu PE, dar pe parcursul a 3 h atesta o crestere
esentiala a continutului de pentanal format ( fig. 3.15; fig. 3.17.a).

Analizand dinamica formarii hexanalului pe parcursul oxidarii fosfolipidelor PC si PE
observam ca hexanalul format in urma oxidarii lipidelor PE are o evolutie constantd pe tot
parcursul celor 30 ore. Valorile initiale la Oh de oxidare valorile pentru lipidele PC sunt
considerabil mai joase in comparatie cu PE, dar pe parcursul a 3 h atestd o crestere esentiala a

continutului de hexanal format (Fig. 3.16; fig.3.17.b).

U U OH
OH 0
0,
LH-L
s e\ OH
0, 0
OH

OH

Chemical Formula; CgH4,0 0
Exact Mass: 100.09

Fig. 3.16. Mecanismul de formare a hexanalului (dupa Coliva, G. et al., 2020)
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1,00E+08 hidroxi-nonenal; e - hidroxi-octadecanal
Oh 3h 6h 24h 30h

Timp, ore
e)

Analizand evolutia formarii octenalului pe parcursul oxidarii lipidelor PE si PC, observam ca
la Oh de oxidare continutul de octenal (PE) format este considerabil mai mare in comparatie cu
cantitatea de octenal formata de lipidele PC. Dupa 3 ore de oxidare se atestd o crestere esentiald a
cantitdtii de octenal pentru lipidele PC si o scidere neesentiala pentru lipidele PE (Fig. 3.18; fig.
3.17.c).

Compusul hidroxi-nonenal (HNE) reprezintd un produs mutagenic si citotoxic al oxidarii
acidului linoleic. Evolutia acestui compus format in urma oxidarii lipidelor PE atesta o crestere
stabild pe toatd perioada de expunere la temperaturi ridicate. Cresterea continutului de HNE in
cazul lipidelor PC atesta o evolutie considerabild in primele 3 ore de expunere la temperature
ridicate. Dupa 24 ore de expunere se atestd o scadere usoara a continutului de HNE cee ce poate
fi explicat prin degradarea ulterioara a aldehidelor si formarea unor noi compusi datoritd

temperaturilor ridicate (Fig. 3.189; fig. 3.17.d).
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OH o
0Oz
LH-L

Chemical Formula: CgH440
Exact Mass: 126.10

Fig. 3.18. Mecanismul de formare a octenalului (dupa Coliva, G. et al., 2020)

_ _ _ _ OH
OH O
02
LH-L-
\
_ A _ _ OH
HO/O Hock cleavage 0
\

0, o
H abstraction
WHJ\
I
HO-O o
l -OH-
LH-L-
\/\/\_A
I
OH 0]

Chemical Formula: CgH160,
Exact Mass: 156.12

Fig. 3.19. Mecanismul de formare a hidroxi-nonenalului (dupa Coliva et al., 2020)
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A fost identificat si compusul hidroxi-octadecanal in cazul lipidelor PE si PC. S-a atestat o
crestere esentiald a produsilor de reactie in primile 3 ore de expunere la temperaturi ridicate. in
continuare cantitatea de hidroxi-octadecanal a scizut treptat pe tot parcursul celor 30 ore. In cazul
prodsilor de reactie PE cea mai mare valoare de hidroxi-octadecanal format a fost observat initial
la Oh de expunere si apoi s-a urmadrit o scadere treptatd a cantititii de hidroxi-octadecanal. Acest
fapt poate fi explicat prin scindarea hidroxi-octadecanalului si formarea produsilor secundari ai

reactiei de oxidare a lipidelor cercetate (fig. 3.20; fig. 3.17.e).

__ _ __ _ O H O ‘\
OH- o
O,
LH-L
HO\o
W B
= O/Y\O,P\O\/\ -
o~~~ OH o "“\
o
‘ 0-0O homolysis
o (o]
W :
Z O/Y\O’?\O\/\N»/
\/\/E/\:/E/E/\/YO H o \\
O
‘ H abstraction
\/\/\/\/\/\/\/\/g\ ‘C‘)
O/Y\O/?\O\/\N/
WEA:A:/EWO H o >
J O
OH
WO
Chemical Formula: C1gH350, O
Exact Mass: 284.27 + . -
S O’F_ O\/\N»/
_ _ __ __ O H 0 ‘\
o

Fig. 3.20. Mecanismul de formare a hidroxi-octadecanalului (dupa Coliva et al., 2020)

Acidul linoleic este un precursor esential al compusilor volatili din uleiurile comestibile si
poate fi usor oxidat pentru a produce hexanal, pentanal, heptanal si trans-hept-2-enal (Vichi et al.,
2008; Xu et al., 2017). Acidul oleic este, de asemenea, un precursor important de oxidare al
compusilor volatili, In special nonanal si octanal, care sunt derivate din degradarea oxidativa a
acidului oleic (Vichi et al., 2008) Rata de degradare oxidativa a acidului linolenic este mai rapida
decat cea a acidului linoleic si acidului oleic, iar acidul linolenic este o sursa importanta de trans,
trans-2,4-heptadienal si trans-2-hexenal in produsii de oxidare ai uleiurilor comestibile (Xu et al.,

2017). Compusii volatili prezinta diferite praguri de aroma, ceea ce duce la niveluri diferite de
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sensibilitate la oameni; ca atare, continutul relativ al acestor compusi nu poate reflecta contributia
lor reala la intregul profil de aroma.

Autooxidarea acidului linoleic implica ruperea hidrogenului de la C11 alilic si formarea unui
radical. Radicalul intermediar reactioneazd cu oxigenul pentru a produce un amestec de
hidroperoxizi conjugati la C9 si C13 (Frankel, 1985). Scindarea hidroperoxidului (C13) produce
hexanal si pentanal, iar descompunerea hidroperoxidului (C11) de acid linoleic genereaza heptanal.

Pentanalul, hexanalul, heptanalul, octanalul, nonanalul s.a. au fost identificati ca compusi
cheie de aroma 1n uleiurile comestibile. Continutul mai multor aldehide creste odata cu nivelul de
oxidare. Prin contrast, continutul altor aldehide creste initial, apoi scade, posibil, deoarece acestea
au fost transformate in alti compusi de oxidare, cum ar fi compusi cu masa moleculara mica, in
etapa ulterioard a oxidarii (Xu et al., 2017).

Pe parcursul cercetarilor efectuate au fost identificate peste 63 de produsi de reactie ai
oxidarii lipidice PE si PC printre care se identifica produsi ai oxidarii cu masd moleculara mica,
care au fost identificati prin derivatizarea cu CHH. La fel, au fost identificati si produsi cu masa

moleculard mare, atat Tn modul negativ cét si pozitiv.

3.5. Concluzii la capitolul III

A fost cercetatd metodologia de obtinere a extractelor liposolubile din fructe de padure
autohtone. Fructele de catina, paducel si micese se caracterizeazad printr-un complex bogat de
compusi biologic activi, utilizarea cidrora in obtinerea extractelor liposolubile sau produselor
alimentare cu continut lipidic sporit va permite incetinerea proceselor oxidatuve si respectiv
asigurarea produselor alimentare cu un terment de valabilitate prelungit. Rezultatele analizei
indicatorilor fizico-chimici de calitate (IA, IP, DC si DT) a extractelor liposolubile de catina,
paducel si macese in raport cu proba martor de ulei vegetal denota ca procesul de oxidare este
incetinit considerabil, atat initial cat si pe parcusrul pastrarii acestora. A fost analizata si variatia
parametrilor de culoare a extractelor in comparatie cu proba martor de ulei vegetal. Rezultatele
obtinute denotd, ca extractele liposolubile de catina paducel si macese contin pigmenti de culoare
rosie, galbena si portocalie in special f-caroten, licopen si zeaxantina.

Cercetarea evolutiei de formare a produsilor oxidarii lipidice denota ca formarea acestora
are loc prin o crestere considerabild in primele 3 ore de expunere la temperaturi ridicate, iar pe
parcurs se atesta o crestere neesentiald. Dupa 6 ore de expunere la factori ai oxidarii s-a observat
o scadere evidentiatd a cantitdtii de produsi ai oxidarii primare, fapt explicat prin scindarea
ulterioara a produsilor primari si formarea produsilor secundari ai oxidarii lipidice, care au fost

analizati prin spectrometria de masa tandem LC-MS/MS.
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4. TEHNOLOGII DE FABRICARE A PRODUSELOR COMPLEXE PE
BAZA DE EXTRACTE LIPOSOLUBILE SI PUDRA VEGETALA DIN
FRUCTE

In acest capitol sunt descrise tehnologiile de obtinere a produselor alimentare complexe cu
potential antioxidant sporit; s-au studiat indicatorii de calitate, parametrii cromatici, activitatea

antioxidanta si stabilitatea oxidativd a alimentelor complexe elaborate.

4.1. Tehnologia de fabricare a sosului cu continut sporit de lipide imbogitit cu

extracte liposolubile din pudra de fructe

Pentru a cerceta stabilitatea complexului lipidic in produsele alimentare pe baza de ulei
vegetal a fost propusa fabricarea sosului cu un continut de grasime de ~30%. Pentru cercetare s-
au utilizat extracte liposolubile din surse vegetale: de catind, paducel si macese prin substituirea
uleiului vegetal de floarea-soarelui din reteta. Reteta de fabricare a sosului cu adaos de extracte

liposolubile se prezinta in Tabelul 4.1.

Tabelul 4.1 Reteta sosului imbogitit cu extract liposolubil* din céitina, paducel si macese

Materii prime Consumul de materii prime pentru 100 kg de produs finit
Praf de oud, kg 6,0
Lapte praf, kg 9,0
Bicarbonat de sodiu, kg 0,06
Zahar tos, kg 1,8
Sare, kg 0,9
Mugtar praf, kg 0,36
Acid acetic 80%, L 0,58
Condimente**, kg 0,8
Apa, L 58,31
Amidon de porumb, kg 4.0
Acid citric, kg 0.19
Ulei de floarea soarelui, L 18,0 - - -
Extract liposolubil de catina, L - 18,0 - -
Extract liposolubil de paducel, L - - 18,0 -
Extract liposolubil de macese, L - - - 18,0
Total 100,00 100,00 100,00 100,00

Nota : (Grizlova, 2009, Popovici et al., 2021a); * t de extractie 45°C; t de extractie 180 min; **piper negru, piper alb,

Pentru prepararea bazei de sos se dozeaza cantitatile predeterminate conform retetei de apa,
acid acetic, bicarbonat de sodiu si praf de oud, se amesteca si se omogenizeaza bine timp de 12+1
minute. Dupd care se dozeazad conform retetei laptele praf, zahar tos, sare, mustarul praf.

Amestecul obtinut se omogenizeaza timp de 6+1 minute. Apoi in fir subtire se introduce uleiul
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vegetal sau respectiv extractele cercetate, $i omogenizarea continud incd 15+1 minute. Apoi
emulsia obtinuta este incalzita la baia de aburi pana atinge temperatura de 53-55°C (fig. Al.1).
Pentru pregatirea pastei de amidon se dozeazd conform retetei cantitatea necesara de
amidon de porumb, apa potabila si acid citric si se amesteca timp de 12-15 minute. Suspensia
obtinutd apoi este supusd tratamentului termic, mai intdi are loc gelatinizarea amidonului prin
incélzirea suspensiei pana la 95-98°C, iar apoi racirea acesteia pana la temperatura de 53-55°C.
Baza de sos obtinuta si pasta de amidon se amesteca in raport de 3/2 si se omogenizeaza,
se raceste pana la temperatura de 20-25°C, se ambaleaza si se depoziteaza la temperatua de +4°C

(Popovici et al., 2021a).

4.1.1. Analiza senzoriald a sosului in prezenta extractelor de catini, paducel si

maicese

Pentru o analizd amanuntitd a produsului alimentar cercetat, este necesar de studiat si
parametrii senzoriali, paralel cu cei fizico-chimici. Asadar in cadrul cercetarilor au fost efectuate
degustari si analiza senzoriald a sosului de tip maioneza cu extract de catina, paducel si méacese.
Analiza indicilor organoleptici de baza a fost efectuatd in baza Reglementarii Tehnice ,,Produse
pe baza de grasimi vegetale” aprobate prin HG nr. 16 din 19.01.2009. Pentru analiza senzoriald au
fost apreciati 5 parametri de baza si anume: culoare, gust, consitenta, aspect, miros. Evaluarea
fiecarui indice a fost apreciat cu scara de punctaj de 1-5 puncte. Punctajul obtinut pentru fiecare
proba de produs dar si punctajul mediu sunt redate in Tabelul 4.2. Respectiv in urma degustatiei a
fiecarei probe, degustatorii au apreciat fiecare indice de calitate cu punctajul potrivit in baza
anexelor atasate si au fost inscrise in fisele individuale de analiza senzoriald. in urma prelucrarii

statistice a rezultatelor obtinute, s-a stabilit calitatea probelor experimentale.

Tabelul 4.2. Evaluarea indicilor organoleptici* a sosului cu extracte liposolubile

Parametru PM SEC SEP SEM
Consistenta 4,95+0,03 4,67+0,03 4,85+0,05 4,89+0,03
Culoare 4,93+0,05 4,734+0,04 4,87+0,03 4,91+0,05
Miros 4,98+0,03 4,79+0,04 4,87+0,05 4,924+0,04
Gust 5,00+0,04 4,324+0,03 4,73+0,03 4,99+0,04
Total: 19,86+0,11 18,51+0,10 19,32+0,12 19,71+0,10

*media, conform baremului de 5 puncte, conform ISO 6658:2017; p<0,05. Nota: PM — proba martor; SEC — sos cu extract de catind; SEP — sos

cu extract de paducel; SEM — sos cu extract de mdcese.

Proba preparatd cu adaos de extract de catind se caracterizeaza prin gust specific de catina,

usor astringent dar placut. Emulsia obtinutd are un miros caracteristic de citina, putin acid, specific
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fructelor de catina care au fost utilizate la obtinerea extractelor uleioase. Culoarea probei cercetate
este specificd maionezei cu o nuanta crem-galbuie si o consistentd cremoasa si uniforma.

Proba preparata cu adaos de extract de paducel prezintd o consistentd fluida, densa si o
culoare alb-gélbuie caracteristica. Mirosul si gustul probei cercetate este, caracteristic de fructe de
paducel, usor astringent dar placut.

Proba preparata cu adaos de extract de mécese se caracterizeaza prin gust si miros placut,
fin, caracteristic de maioneza apropiat probei martor. Consistenta este una omogena, cremoasa,
foarte buna. Culoarea este crem-gélbuie caracteristica maionezei.

Cum a fost prognozat, sosul imbogdtit cu extract de catina atestd un punctaj mediu de 18,51
- neesential mai scazut, fapt care se datoreazd gustului acrisor - astringent specific fructelor de
catind. Probele de sos cu extract de macese si paducel atestd modificari neesentiale de gust, miros,
consistentd in comparatie cu PM. S-a stabilit ca probele cercetate cu extract de catina, paducel si
macese sunt placute la gust si miros, cu o consistentd omogena si cateva incluziuni de bule de aer
care sunt admisibile conform documentelor normative in vigoare. Culoare este omogena,
caracteristici pentru produsul cercetat. In urma concluziilor efectuate s-a stabilit ci probele
cercetate sunt apreciate pozitiv §i ca rezultat reprezinta produse alimentare functionale potentiale
care pot fi destinate pentru consum. Utilizarea extractelor liposolubile Tmbogatite cu catina,
paducel si macese prezintd o posibilitate buna de a spori valoarea biologicd a produsului finit, in
cazul dat a sosurilor intr-un mod natural si fara risc pentru sanitatea consumdtorilor. imbogitirea
sosurilor de tip maioneza cu extracte liposolubile de catina, paducel si macese nu influenteaza

parametrii de culoare, astringenta, consistenta, cremozitate etc. (Flamminii et al., 2020).

4.1.2. Cercetarea indicatorilor de calitate si a stabilitatii oxidative a sosului
imbogitit cu extracte liposolubile

Oxidarea acizilor grasi nesaturati reprezinta orientarea principald a cercetérilor care se axeaza
pe instabilitatea chimicd a emulsiilor alimentare. Sosul este un produs de tip emulsie ulei-apa
alcatuita din 3 componente de baza: ulei vegetal, acid acetic si praf de oud ca agent de emulsifiere
(Ghorbani et al., 2016). Sosurile cu continut lipidic sporit sunt susceptibile deteriorarii datorita
proceselor de autooxidare a grasimilor nesdturate din componenta uleiurilor vegetale (Li et al.,
2014). Oxidarea lipidelor din sos conduc spre dezvoltarea produsilor de reactie toxici, modificari
nedorite de gust si miros si scaderea constantd a termenului de valabilitate a sosului (Aleman et al.,
2015). O strategie de a incetini procesele oxidative este utilizarea oxidantilor, in special o atentie

deosebita se acorda antioxidantilor naturali din surse naturale regenerabile.
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In urma cercetarilor au fost analizati principalii indicatori de calitate a produselor
alimentare cu continut lipidic sporit. Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 4.3.

Indicele de aciditate (IA) pentru PM (0,38+0,01 mgKOH/g) se afla in limitele admisibile (0,6
mg KOH/g) pentru uleiul rafinat. in cazul SEM (0,40+0,01 mgKOH/g) si SEC (0,410,02
mgKOH/g), valorile IA depaseste valoarea obtinutd pentru PM, iar pentru SEP (0,35+0,02 mg
KOH/g) se atesta o scadere neesentiald. Acest fapt se datoreaza compusilor biologic activi cu
caracter antioxidant ca tocoferolul, acidul ascorbic, licopenul care incetinesc formarea produsilor ai
oxidarii si actioneaza ca antioxidanti prin Intreruperea lantului de radicali liberi implicati in procesul
de autooxidare (Kaur et al., 2011). Dupa o perioada de 3 luni de stocare se atesta a crestere a valorilor
IA pentru toate probele cercetate de sos. Valorile IA pentru PM(0,78+0,04 mgKOH/g) si SEC
(0,65+0,04 mgKOH/g) depasesc limita maxima de 0,6 mgKOH/g prevazut conform reglementarilor
tehnice si se recomandd de a pastra sosul cu extract de catind pand la 2 luni. in cazul SEM
(0,58+0,04mg KOH/g) si SEP (0,52+0,04 mgKOH/g), valorile IA nu depasesc valoarea maxima

admisibild conform actelor normative in vigoare si se recomanda de a le pastra pana la 3 luni.

Tabelul 4.3 Indicatori de calitate a sosului imbogitit cu extracte liposolubile*

Nr. Indicator de Durata de PM SEM SEC SEP
calitate pastrare
1 Indice de 0 luni 0,38+0,01 0,40+0,01 0,41+0,02 0,35+0,02
aciditate, mg 3 [uni 0,78+0,04 0,58+0,04 0,65+0,04 0,52+0,04
KOH/g
2 Indice de 0 luni 2,33+0,05 1,11+£0,04 1,78+0,05 1,00+0,05
peroxid, Mechiy . 5,68+0,13 3,85+0,13 4,06+0,13 4,28+0,13
. 3 luni
0, activ/kg
3 Continut de |0 luni 15,21 £0,11 7,53+0,11 8,96+0,11 10,26+0,11
diene conjugate . 20,16+0,11 11,92+0,11 14,30+0,11 16,83+0,11
3 luni
-DC, u.c.
4 Continut de |0 luni 9,83+0,11 6,18+0,11 5,33+0,11 8,08+0,11

triene conjugate
-TC, u.c.

Nota: PM — proba martor; SEC — sos cu extract de catind; SEP — sos cu extract de paducel; SEM — sos cu extract de mdcese. * t de extractie 45°C;

) 12,69+0,11 7,34+0,11 6,56+0,11 9,02+0,11
3 luni

7 de extractie 180 min.

Peroxizii sunt primii produsi ai oxidarii care scindeaza in produse secundare de oxidare: aldehide,
cetone, acizi organici oxidati si hidrocarburi. De asemenea, peroxizii genereaza aparitia radicalilor liberi.
Este bine cunoscut faptul ca radicalii liberi provoaca autooxidarea lipidelor nesaturate din uleiuri.
Moleculele antioxidante previn sau inhiba aceste reactii ddunatoare (Wang et al., 2016).

Indicele de peroxid pentru PM - 2,33+0,05 mechiv Oz activ/kg se afld in limitele admisibile

(max. 10 Mechiv O2/kg ) conform documentelor normative in vigoare. In sosurile cercetate, IP este
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considerabil mai redus: in cazul SEP - 1,00+0,05 mechiv O2/kg, in cazul SEM - 1,11+0,04 mechiv
O2/kg, in cazul SEC - 1,78+0,05 mechivO2/kg. Valorile obtinute demonstreaza potentialul
antioxidant a extractelor liposolubile de cétind, paducel si macese utilizat in reteta de fabricare a
sosului prin incetinirea proceselor oxidative.

Dupa o durata de stocare de 3 luni, se observa ca valorile IP pentru SEC (4,06£0,13 mechiv
02/kg), SEM (3,85%0,13 mechivO2/kg) si SEP (4,284+0,13 mechivO2/kg) sunt mai reduse in
comparatie cu PM. Extractele liposolubile de catina, paducel si macese atestd caracter antioxidant
datoritd compusilor biologic activi (carotenoizi, acid ascorbic, polifenoli) din sursele vegetale
regenerabile. Utilizarea extractelor liposolubile din fructe de padure incetinesc formarea
compusilor volatili care influenteaza negativ gustul mirosul si culoarea sosurilor prin intreruperea
lantului de radicali liberi care sunt implicati in reactiile de oxidare (Kaur et al., 2011).

Determinarea continutului dienelor si trienelor conjugate prezintd o tehnica utila in
studierea oxidarii lipidelor, anume pentru caracterizarea procesului de autooxidare a acizilor grasi
polinesaturati, care este asociatd de conjugarea legaturilor duble (Javidipour et al., 2017).

In urma cercetirii continutului de diene si triene conjugate insosurile cu ulei vegetal si
extractele liposolubile studiate s-a stabilit ca pe parcursul a 3 luni de stocare PM atesta o variatie
considerabild a continutului de diene si triene conjugate comparativ cu probele cu extract de catina,
de paducel si macese. Continutul de diene conjugate pentru SEM a crescut de 1,5 ori, pentru SEC
si SEP de 1,6 ori. Continutul de triene conjugate in PM a crescut de 1,3 ori, iar pentru SEM si SEP
de 1,1 ori si pentru SEC de 1,2 ori.

Pe baza datelor obtinute s-a stabilit ca probele de sos cu extract liposolubil se caracterizeaza
prin valori mult mai mici, care intre ele variaza nesemnificativ si exprima faptul cd procesul de
formare a produsilor primari ai oxidarii este incetinit. Concentratia de 18% extract este
recomandatd pentru fabricarea sosului emulsionat cu adaos de extract liposolubil de catind,
paducel si macese. Durata optima de pastrare recomandata a sosurilor cu extract liposolubil din

catind, paducel si macese este de 2 luni la temperatura de pastrare +4°C.

4.2. Tehnologia de fabricare a bomboanelor cu pudra din fructe de padure

Bomboanele sunt produse de cofetirie pe larg raspandite si adorate de consumatorii de toate
varstele. Insd este bine de stiut aspectele nocive ale zaharurilor rafinate sau procesate pe care le
prezintd asupra sanatatii. De asemenea, aditivii sau conservantii care sunt adaugati impreuna ci
coloranti, arome artificiale si alte componente pentru a face produsul final mai atractiv defapt va

influenta negativ asupra organismului uman, va afecta atat sistemul digestiv cat si sistemul imunitar.
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Astfel, exista necesitatea de a elabora tehnologii de fabricare a produselor de cofetarie cu antioxidanti
si coloranti naturali din surse vegetale care vor fi benefice pentru sdndtatea consumatorilor

(Ghendov-Mosanu, 2018). A fost elaborata tehnologia de obtinere a bomboanelor unde pudra

vegetala de catina, paducel si macese a fost utilizat ca ingredient natural cu potential antioxidant.

Tabelul 4.4. Reteta de fabricare a bomboanelor cu pudra din fructe de padure

Materii prime Consumul de materii prime pentru 100 kg de produs finit
Nuci caju, kg 62,5
Miere natural, kg 5,00
Scortisoara, kg 2,50
Alune macinate, kg 25,00
Cacao, kg 4,50 4,75 5,00
Pudra de catina, kg 0,50 - - 0,25 - - -
Pudra de paducel, kg - 0,50 - - 0,25 - -
Pudra de macese, kg - - 0,50 - - 0,25 -
Total: 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 | 100,00

Nucile caju se curata si se spala sub un jet de apa. Nucile caju, mierea, pudra vegetala si
scortisoara se maruntesc si se omogenizeaza pana devin o pastd omogena. Din pasta obtinuta se
modeleaza bilute cu diametru de 5 cm. Alunele se curatd si macina in pudra fina. La final se dau
prin alunele macinate. Bomboanele obtinute se depoziteaza la temperatura 4+1°C intr-un spatiu
ferit de lumina (fig. A1.2).

Introducerea pudrelor vegetale In compozitie permite cresterea suprafetei si rezistentei
acesteia datoritd formarii unei suprafete abrazive. Pudra de maces, sau catina, sau paducel are o
capacitate ridicatd de legare a apei absorbind umiditatea de pe suprafata masei, ceea ce
imbunatéteste aderenta stratului. Pudra de maces, sau catind, sau paducel obtinuta prin metoda
uscarii convective, permite pastrarea cat mai indelungata a tuturor substantelor biologic active care
fac parte din materia prima.

4.2.1. Analiza senzoriald a bomboanelor cu adaos din pudra din fructe

Pentru o analizd amanuntitd a produsului alimentar cercetat, este necesar de studiat si
parametrii organoleptici, paralel cu cei fizico-chimici. Asadar in cadrul cercetarilor au fost
efectuate degustari si analiza senzoriala a bomboanelor cu adaos de pudra de maces.

Analiza indicilor organoleptici de bazd a fost efectuatd in baza Reglementarii Tehnice
»Produse de cofetarie” ( HG nr 204, 2009). Pentru analiza senzoriala au fost apreciati 5 parametri
de bazd si anume: culoare, gust, consitentd, aspect, miros. Evaluarea fiecarui indicator a fost

apreciat cu scara de punctaj de 1-5 puncte. Respectiv in urma degustatiei a fiecdrei probe,
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degustatorii au apreciat fiecare indicator de calitate cu punctajul potrivit si au fost inscrise in fisele
individuale de analiza senzorial. In urma prelucrarii statistice a rezultatelor obtinute, s-a stabilit
calitatea probelor experimentale.

In urma evaluirii indicilor organoleptici s-a stabilit ci probele cercetate cu adaos de pudra
de maces, sau citina, sau paducel au un gust i miros placut, cu o consistenta omogena, culoare de
la galben-portocalie spre rosietica, care este caracteristica fructelor de padure cercetate. Probele
cu 10% adaos de pudrd de paducel si macese au acumulat punctajele cele mai ridicate. Astfel s-a
obtinut pentru BPM10% - 23,50, pentru BPP10% - 23,4 ceea ce ne demonstreaza ca pe langa
influenta antioxidantd asupra proceselor oxidative, se atestd si Imbundtitirea parametrilor
senzoriali (gustul, mirosul si aspectul) a probelor cercetate. La fel, adaosul de pudre vegetale atesta
si un imens impact benefic asupra starii de sanatate datorita continutului bogat de compusi biologic

activi care actioneaza ca antioxidant, antiinflamator, anticancer si antidiabetic (Patel, 2017).

Tabelul 4.5 Evaluarea indicilor organoleptici* a bomboanelor cu pudra din fructe de padure

. ot BPM BPC BPP
arametru 5% 10% 5% 10% 5% 10%
Aspect si

form 4.95:0.05 | 4.890,05 | 4.67+0,04 | 4,76:0,03 | 4,65:0,05 | 4.60:0,04 | 4.40+0,05
Consistenta | 4,97£0,05 | 4,7940,05 | 4,45:0,04 | 4,65:0,03 | 435£0,04 | 4,7020,04 | 4,5520,05
Culoare | 4,5020,05 | 432%0,03 | 4,80+0,05 | 4,5020,05 | 4,70+0,04 | 4,600,03 | 4,55£0,04
Gust 43820,05 | 4752004 | 4.2540.04 | 4.8040.05 | 4.50£0,05 | 4782004 | 4.5040.04
Miros 4.90£0.05 | 4.9520.05 | 435£0,03 | 4,70£0.04 | 4.2020,06 | 4.6020,05 | 4,5020,04
Total 23.0320,12| 22.6140.13 | 23.540.13 | 21.96£0.13 | 23.02£0.10 | 23.2840.10 | 23.420.13

*media, conform baremului de 5 puncte, conform ISO 6658:2017; p<0,05. Nota: PM — proba martor; BPC — bomboane cu pudra de

catind, BPP — bomboane cu pudra de paducel; BPM — bomboane cu pudrad de mdcese.

Ca rezultat al aplicarii testelor hedonice in 5 puncte s-a stabilit ca probele cercetate sunt
apreciate pozitiv §i reprezintd produse alimentare care pot fi destinate pentru consum, totodata
utilizarea pudrelor vegetale prezinta o posibilitate bund de a spori valoarea biologica a produsului finit,
in cazul dat bomboanelor intr-un mod natural si fara risc pentru sanatatea consumatorilor.

4.2.2. Cercetarea indicatorilor de calitate si a stabilititii oxidative a bomboanelor
imbogitite cu pudra din fructe de padure

Calitatea unui produs alimentar reprezintd ansamblul de caracteristici ale produsului care i
conferd acestuia capabilitatea de a satisface cerintele si dorintele consumatorilor. Aprecierea cantitativa
a calitatii presupune, identificarea tuturor caracteristicilor unui produs alimentar. Astfel in cadrul
acestei cercetari au fost analizati principalii indicatori de calitate a produselor de cofetarie care includ:

fractia masica de umiditate, aciditatea, activitatea antioxidanta a compusilor biologic activi etc.
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Marirea cantitatii de pudra in produsele complexe cu adaos de pudra din fructe influenteaza
fractia masica de umiditate care se reduce pentru BPM - de la 24,19% pana la 23,86%; pentru BPC
- de la 24,25% pana la 23,15%; pentru BPP — de la 23,98% pana la 22,65%. Acest fapt ne
argumenteaza posibilitatea utilizarii pudrelor vegetale din catina, paducel si macese si pastrarea
acesteia un timp indelungat. Continutul total de umiditate este influentat de cétre puntile inter-
particule din lichide (Jung et al., 2018). S-a observat ca in cazul majorarii concentratiei de pudre
vegetale s-a micsorat neesential fractia masicd de umiditate a probelor cercetate, ceea ce ne asigura
un grad de stabilitate mai ridicat in comparatie cu proba martor. Valorile obtinute se afla in limitele

admisibile conform documentelor normative.

Tabelul 4.6. Indicatorii de calitate ai bomboanelor cu pudra de fructe

Fractia masica de L.
Nr. umiditate, % Aciditatea, grad.
1 PM 24,89+0,10 1,10+0,01
2 BPM5% 24,19+0,08 1,15+0,02
3 BPM10% 23,86+0,10 1,17+0,02
4 BPC5% 24,25+0,08 1,19+0,01
5 BPC10% 23,15+0,05 1,21+0,01
6 BPP5% 23,98+0,05 1,124+0,03
7 BPP10% 22,65+0,05 1,13+0,01

Nota: PM — proba martor; BPC — bomboane cu pudra de catinda; BPP — bomboane cu pudra de paducel; BPM — bomboane cu pudra de macese.

In compozitia produselor alimentare se gisesc substante cu caracter acid (acizi organici)
care imprima o reactie acida acestora. Substantele cu caracter acid pot proveni din materia prima,
din procesele tehnologice sau se pot forma in timpul pastrarii. Aciditatea este o proprietate
importanta 1n aprecierea calitatii produselor alimentare Intrucat ea contribuie in mod direct la formarea
gustului iar pentru unele produse este un indicator al prospetimii acestora (Kita et al., 2020).

In urma determinarii acidititii probelor cercetate cu adaos de pudra din fructe de padure cat si
a PM s-au obtinut urmatoarele rezultate: pentru BPM - 1,15 - 1,17 grad.; pentru BPC —1,19-1,21 grad.;
pentru BPP — 1,12-1,13 grad. Valorile obtinute se incadreaza in limitele maxime admisibile (A = 4,0
grad. max.) conform documentelor normative ceea ce ne Incurajeaza utilizarea pudrelor vegetale din

fructe de padure in obtinerea produselor alimentare complexe (Popovici, 2021).

4.2.3. Analiza continutului de carotenoide in bomboane cu pudra din fructe
Carotenoidele reprezintd o clasd de compusi care se caracterizeaza prin capacitate de
colorare, efecte benefice asupra sanatitii si efect anti obezitate. La fel mai sunt cunoscute mai

multe domenii in care carotenoidele sunt utilizate pe larg asa ca: industria alimentara,

103



farmaceutica, cosmetica si industria furajera. Macesul, catina, paducelul sunt raspandite pe scara
larga in Moldova ceea ce poate motiva utilizarea lor in principal in industria alimentara.

In urma studierii surselor bibliografice si a literaturii de specialitate (Pavan et al., 2014) s-
a constatat ca continutul de carotenoide poate sa varieze intre 1 si 20 mg/L in dependenta de
regiunea de cultivare, anotimp si conditii climaterice din regiune. In a cincea zi de la prepararea
bomboanelor cu pudra din fructe de padure a fost determinat spectrofotometric continutul de
clorofila a si f5, de fS-caroten, licopen si zeaxantind. Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 4.7.

In urma analizei rezultatelor de mai sus putem constata ci produsele imbogatite cu pudre
vegetale se caracterizeaza printr-un continut bogat de carotenoide. Carotenii sunt pigmentii

portocalii - rosii pand la galben.

Tabelul 4.7. Continutul de carotenoizi in bomboane cu pudra din fructe

Carotenoide | BPM BPC | BPP
Adaos — 5%
B-caroten, mg/L 17,18+0,01 16,58+0,03 14,58+0,01
Clorofila a, mg/L 0,68+0,02 0,75+0,01 0,85+0,02
Clorofila , mg/L. 1,39+0,04 1,56+0,01 1,98+0,04
Licopen, mg/L 18,13+0,04 17,23+0,05 16,15+0,01
Zeaxantind, mg/L 18,02+0,02 17,56+0,01 15,99+0,04
Adaos 10 %
B-caroten, mg/L 20,16+0,01 19,34+0,01 17,85+0,05
Clorofila a, mg/L 0,79+0,01 0,84+0,01 0,99+0,01
Clorofila 3, mg/L 1,75+0,02 2,02+0,01 2,54+0,01
Licopen, mg/LL 22,11+0,04 21,06+0,01 19,25+0,04
Zeaxantind, mg/L 21,98+0,01 21,56+0,03 18,33+0,03

Nota: PM — proba martor; BPC — bomboane cu pudrd de catind; BPP — bomboane cu pudrd de paducel; BPM — bomboane cu pudrdi de mdcese.

Datele prezentate (tabelul 4.7) ne arata ca bomboanele cu adaos de 5% si 10% adaos de
pudra vegetald se caracterizeazd printr-un continut bogat de carotenoide. BPM5% contine o
cantitate esentiala de f-caroten (17,18 mg/L), pe cand BPC5% contine cu 3% mai putin si respectiv
BPP5% contine cu 18% mai putin. Continutul de clorofila a pentru BPP5% constituie 0,85+0,02
mg/L, pentru BPM cu 25% si respectiv pentru BPC cu 13% mai putin. Continutul de clorofila f
pentru BPP5% constituie 1,98+0,04 mg/L, pentru BPM cu 30% si respectiv pentru BPC cu 20%
mai putin. Continutul de zeaxantind pentru BPP5% constituie 15,99+0,04 mg/L, iar pentru
BPM35% se atesta o crestere cu 10% si respectiv pentru BPM5% cu 12%.

Dupa sporirea continutului de pudra vegetala administrata s-a constatat ca continutul de j-
caroten s-a marit esential pentru BPM10% si BPC10% - de 1,2 ori si pentru BPP10% - de 1,3 ori.

Continutul de clorofila a si clorofila £ in medie s-a marit cu 15% si respectiv 28%. Continutul de
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licopen s-a madrit pentru BPM10%, BPC10% si BPP10% - de 1,2 ori. La fel si continutul de
zeaxantind pentru probele cercetate BPM10%, BPC10% si BPP10% atesta valori de 1,2 ori mai mari.

4.2.4. Activitatea antioxidantd a bomboanelor in conditiile digestiei gastro-

intestinale in vitro

Compusii biologic activi patrund in organismul uman prin procesul de digestie, ce permite
extragerea macro- si micronutrientilor din matrita produsului alimentar in organismul uman
(Bouayed et al., 2012). Digestia in vitro permite noud sd determindm bioaccesibilitatea
micronutrientilor dupa ingerarea alimentelor (Silva Haas et al., 2019). Studiul bioaccesibilitatii in
general este divizat in 3 etape: cavitatea bucald, etapa gastricd si intestinala, care utilizeaza a-
amylasd, pepsind, si o combinatie de saruri ale bilei si pancreatind respectiv pentru a elibera
compusii biologtic activi (Gullon et al., 2015).

In vederea studierii evolutiei activitatii antioxidante a produselor complexe cu adaos de
pudre vegetale a fost efectuatd simularea digestiei gastrice cat si a digestiei intestinale in timp.

Rezultatele obtinute sunt prezentate in Fig. 4.1.
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Fig. 4.1. Activitatea antioxidanta a bomboanelor in conditiile digestiei gastrice si
intestinale: BPC — bomboane cu pudra de ciatina; BPM — bomboane cu pudri de macese;
BPP — bomboane cu pudra de paducel

Evaluarea activitatii antioxidante in urma digestiei gastrice induse (pH=2,0+0,1) atestd o
crestere esentiald pentru probele cu adaos de pudra in comparatie cu PM a carui valori constituie:
pentru PM — 30,18+ 1,20%; pentru BPM — 70,0740,80%; pentru BPC — 64,26+1,20%; pentru BPP
— 58,45+1,20%. Modificarile care apar pe parcursul digestiei gastrice si cresterea considerabild a

activitatii antioxidante pentru probele Tmbogdtite cu pudrd vegetald se datoreazd compusilor
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biologic activi (polifenoli, carotenoizi, vitamine) din compozitia matritei alimentului ingerat.
Concomitent un rol important il joaca si hidroliza compusilor fenolici cand sunt asociati cu
carbohidratii si proteinele din matrita alimentara prin actiune enzimatica si nivel de pH scazut in
timpul digestiei gastrice (Rodriguez-Roque et al., 2013)

Mediul acid (pH=2,0+£0,1) impreund cu enzimele digestive favorizeazd eliberarea
compusilor biologic active respectiv ceea ce influenteaza si capactitatea antioxidanta In crestere a
produselor cu adaos de pudra vegetala studiate (Pavan et al., 2014).

In continuarea procesului de digestie gastrointestinald a fost efectuatd simularea fazei de
digestie intestinald indusd prin incubarea probelor in mediu alcalin (pH=8,2+0,1) si determinarea
activitatii antioxidante dupa o perioada de 2 ore. Datele obtinute ne arata ca activitatea antioxidanta
a probelor cu adaos de pudra vegetald a scazut pentru PM de 1,6 ori; pentru BPM — de 2,69 ori;
pentru BPC — de 2,37 ori; pentru BPP — de 2,93 ori.

In urma efectuirii digestiei intestinale se observa o scadere treptatd a activitatii antioxidante
dupa 2 ore de incubare atat pentru probele cu adaos de pudra cat si pentru proba martor datorita
modificarilor de pH, de la mediul acid (digestia gastrica) spre mediul alcalin (digestia intestinald)
(Lucas-Gonzalez et al., 2018). Reactiile chimice de oxidare si polimerizare cauzeaza formarea
calconiilor si interactiunea cu alti compusi prezenti in matrita alimentara, asa ca carbohidratii,
proteinele, fibrele si mineralele, care afecteazd descresterea compusilor biologic activi ca
polifenolii, carotenoizii, acidul ascorbic in intestin (Lucas-Gonzalez et al., 2018).

Acest fapt poate fi explicat prin stabilitatea scdzutd a compusilor biologic activi in
conditiile mediului alcalin (pH=8,2+0,1) si formarea metabolitilor care inhibd activitatea
antioxidanta a compusilor biologic activi din produsele cercetate.

Adaosul de pudre de catina, paducel si macese are influentd pozitivd asupra indicilor
senzoriali, in special a gustului, mirosului si culorii. Pentru bomboane cu adaos de pudre vegetale

se recomanda substituirea nucilor cu 5% pudra de catind, paducel si macese.

4.3. Tehnologia de fabricare a gogosilor cu pudra din fructe de padure

In prezent oamenii prefera alimente de tip fast-food si acele produse care necesitd un timp
scurt de preparare, utilizarea produselor cu valoare nutritiva ridicata devine tot mai importanta
(Sarafetal., 2019). Astfel s-a propus de a inlocui faina de grau cu pudra vegetala de citina, paducel
si mdcese in raport de 5 si 10%. Reteta de fabricare a gogosilor cu adaos de pudrad vegetala de

catind, paducel si macese este prezentatd in Tabelul 4.8.
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Tabelul 4.8 Reteta de fabricare a gogosilor cu pudra de fructe

Materia prima Cantitate de materie prima
PM GPC5/GPP5/GPMS5 | GPC10/GPP10/GPM10
Lapte, L 20,24 20,24 20,24
Zahar, kg 8,26 8,26 8,26
Drojdie uscata, kg 0,86 0,86 0,86
Oua, kg 8,26 8,26 8,26
Unt, kg 2,36 2,36 2,36
Sare, kg 0,01 0,01 0,01
Faina de grau, kg 60,00 51,77 43,33
Pudra vegetala, kg - 8,33 16,67
Total: 100,00 100,00 100,00

Nota: PM — proba martor;, GPC — gogoase cu pudra de catina; GPP — gogoase cu pudra de paducel; GPM — gogoase cu extract de mdcese.

Ingredientele receptionate se depoziteazi si se dozeaza conform retetei. In laptele incalzit
se dizolva zaharul si drojdia, se lasd pentru a se umfla cateva minute. Faina, sarea, zaharul vanilat
se cerne. Se toarnad amestecul de lapte si drojdie peste faina. Ouale se dezinfecteaza si se spala, se
sparg si se adauga impreuna cu untul topit peste compozitia de baza. Aluatul se fraimanta cca 15
minute. Se va obtine un aluat moale, omogen si nelipicios. Se lasa la fermentat timp de 2 ore. Dupa
ce s-a dublat in volum, aluatul se portioneaza si se intinde cu grosimea de cca 1 cm. Se formeaza
gogosile si se lasa la dospit pentru 1 ora. Gogosile se prajesc in ulei preincalzit la 180 °C, timp de

3 min (fig.A1.3).

a b)
Fig. 4.2. Probele de aluat: a)proba martor, b) proba cu adaos de pudra de citina, c) proba
cu adaos de pudra de méaces, d) proba cu adaos de pudra de paducel

Gogosile se lasa sa se raceasca pana la t= 22-25°C si se depoziteaza la temperatura camerei
in conditii ferite de lumind. Fiecare proba se caracterizeaza prin culoare caracteristica adaosului

de pudra vegetala utilizat in reteta.

4.3.1. Analiza senzoriala a gogosilor cu pudra din fructe de padure
Proprietatile organoleptice ale produselor alimentare se caracterizeaza prin aspectul

exterior, consistentd, culoarea, mirosul si gustul lor. La crearea produselor complexe este
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important de tinut seama de aceste caracteristici. Preodusele noi trebuie sa aiba un aspect placut,
fara mirosuri straine si gustul delicios.

La efectuarea analizei senzoriale au participat un grup format din 6 persoane, fiecare proba
a fost analizatd conform (HG nr. 1456, 2016) datele au fost inregistrate in fisa de degustare.
Indicii senzoriali au fost apreciati conform unei scari de punctaj de la 1 pana la 5 puncte.
Rezultatele analizei senzoriale a probelor de gogosi cu adaos de pudra de fructe de macese, paducel
si cdtind sunt prezentate mai jos.

Rezultatele analizei senzoriale sunt prezentate in Tabelul 4.9, conform acestor grafice se
observa ca adaugarea de 5% pudra de macese si cdtind a influentat favorabil indicii organoleptici
ale probelor obtinute. Acest esantion a avut o crustd netedd, aurie, miez elastic, porozitate bine
dezvoltata, gust si aroma placuta. Pe de alta parte, esantioanele cu 5% de pudra de paducel si 10%
pulbere de macese si paducel aveau crusta si miezul inchis la culoare, aroma si miros specific de

fructe de macese si paducel iar gustul era putin amar.

Tabelul 4.9 Profilele senzoriale a gogosilor cu adaos de pudra de fructe

Parametrii PM GPM5% | GPM10% | GPP5% GPP10% | GPC5% | GPC10%
analizati

Aspect 5,00+£0,00 | 5,00+0,00 | 5,00+£0,00 | 5,00+0,00 | 5,00+0,00 | 5,00+0,00 | 5,00+0,00
exterior

Culoarea 5,00+0,00 | 5,00+0,00 | 4,50+0,04 | 4,66+0,04 | 4,50+0,05 | 5,00+0,00 | 5,00+0,00
Suprafata 5,00+0,00 | 5,00+0,00 | 4,83+0,05 | 5,00+0,00 | 4,83+0,06 | 5,00+0,00 | 4,66+0,04
Consistenta 4,83+0,04 | 5,00+£0,00 | 4,00+0,03 | 5,00+0,00 | 4,50+0,04 | 5,00+0,00 | 4,00+0,04
Aroma 5,00+£0,00 | 5,00+0,00 | 5,00+£0,00 | 5,00+0,00 | 5,00+0,00 | 5,00+0,00 | 5,00+0,00
Gust 5,00£0,00 | 5,00+0,00 | 3,33+£0,06 | 4,66+£0,06 | 3,66+0,05 | 5,00+£0,00 | 4,66+0,04
Total 29,83+0,10 | 30,0+0,00 | 26,66+0,11 | 29,32+0,12 | 27,49+0,12 | 30,0+0,00 | 28,32+0,10

Nota: PM — proba martor; GPC — gogosi cu pudra de catind; GPP — gogosi cu pudra de paducel; GPM — gogosi cu pudrd de mdcese.

Cu toate acestea, scorurile totale ale analizei organoleptice a esantioanelor de 5% si 10%
de pudra de macese, paducel si catina sunt in intervalul de 26,00 - 30,00, ceea ce implica faptul ca
produsele sunt de buna calitate si pot fi propuse pentru consum potentialilor consumatori. Pentru
gogosi cu adaos de pudre vegetale se recomanda substituirea fainii de grau cu 5% pudra de catina,

paducel si macese.

4.3.2. Cercetarea indicatorilor de calitate a gogosilor imbogitite cu pudra din
fructe de padure

Pentru a analiza in ansamblu calitatea gogosilor cu pudrd vegetald au fost analizati
principalii parametri de calitate a acestora, printre care se numara: porozitatea, biodisponibilitatea,

cresterea in volum si masa etc.
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Porozitatea produselor complexe este determinata cu ajutorul unui soft electronic ImageJ,

care masoara marimea porilor, numarul acestora, iar rezultatul este prezentat in procente. In cazul

gogoaselor porozitatea reprezintd o caracteristica semnificativa, de aceea este importat ca adaosul

de pudra de fructe sa nu influenteze negativ acest factor.

Tabelul 4.10. Analiza porozitatii gogosilor cu ajutorul softului ImageJ

Nr. Denumirea Imagine RGB
probei
1 |PM
2 |GPP5% 3
3 |GPP10%
4 |GPM5%
5 |GPM10%
6 |GPC5%
‘ W
7 |GPC10% g L ]
¥
y v

Imagine binara

Porozitatea,
%

52,90+1,6

57,70+£1,9

58,61+2,1

67,87+2,0

61,16+1,5

61,32+1,4

61,69+1,5

Nota: PM — proba martor; GPC — gogosi cu pudra de catind;, GPP — gogosi cu pudra de pddltcel; GPM - gogosi cu extract de mdcege.

In urma determinarii porozitatii produselor complexe toate probele au o porozitate buna,

putem observa ca probele cu adaos de pudra de fructe au o porozitate mai mare decét proba martor,

acesta este un beneficiu, cea mai mare porozitate este la proba cu adaos de pudrd de macese (5%),

aceasta constituie 67,87%. Vitaminele si carbohidratii simpli din pudra de fructe stimuleaza activitatea

fermentativa a drojdiei de panificatie, influentand pozitiv porozitatea gogoaselor. Acesta este un factor
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important deoarece porozitatea contribuie la digestibilitatea produselor de panificatie. Cu cat este mai
mare porozitatea, cu atat este mai usor de digerat de catre organismul uman.

In procesul de prijire au loc numeroase procese fizice si chimice. Printre cele mai
importante procese care pot avea loc se numara formarea gazelor, denaturarea si coagularea
proteinelor, gelatinizarea amidonului, formarea crustei si reactiile de brunificare (Melito et al.,
2013). Asadar au fost cercetate proprietatile fizice a gogosilor cu adaos de 10% pudra din fructe
pana si dupa procesul de prajire cu scopul de a studia modificarile care au loc in timpul procesului

de prajire. Rezultatele obtinute sunt prezentate in fig. 4.3; 4.4.

PM

GPM

GPP

Fig. 4.3. Probele de aluat: PM - proba martor, GPC — gogosi cu adaos de pudra de catina,
GPM - gogosi cu adaos de pudra de maces, GPP — gogosi cu adaos de pudra de paducel

In conformitate cu cercetarile efectuate de citre (Ragaee et al., 2011) substituirea partiald
a fainii de grau cu unele cereale poate cauza reducerea in volum a produselor de panificatie.
Micsorarea volumului in probele de gogosi imbogatite cu pudre vegetale poate fi explicata prin
reducerea continutului de gluten, ceea ce poate afecta procesul de formare a carcasei glutenului
in procesul de amestecare, fermentare si coacere a produselor studiate (Ragaee et al., 2011;
WahiduZzaman et al., 2013). Produsele de panificatie Tmbogitite cu pudre vegetale se

caracterizeaza printr-un continut redus de gluten datorita Tnlocuirii fainii de grau cu pudra vegetala
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din fructe de padure. Astfel matrita de gluten este redusa, si prin urmare, in procesul de coacere se

bazeaza pe alte proteine, amidon si hidrocoloizi pentru a forma o retea structurala.
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Fig. 4.4 Cresterea in volum a gogosilor in timpul prajirii, %. PM — Proba martor; GPM —
gogosi cu pudra de micese, GPP — gogosi cu pudra de paducel; GPC — gogosi cu pudra de
ciatina

Asadar valoarea variatiei volumului pentru PM variaza de la 1,75 pana la 3,86%; pentru
GPC —de la 1,30 la 2,25%; pentru GPM -de la 1,33 —2,17% si respectiv GPP — 1,29 — 2,07%. in
de COz la fermentare si evaporarea apei. Produsele ce contin amidon ce caracterizeaza prin profile
cinetice tipice: cresterea in volum pana la 2/4 din timpul de prajire si apoi scade (Mior Zakuan
Azmi et al., 2019).
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Fig. 4.5 Diminuarea continutului de ulei absorbit la prajire, %. PM — Proba martor; GPM

— gogosi cu pudra de miacese, GPP — gogosi cu pudra de piaducel; GPC — gogosi cu pudra de
catina, p<0,05
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Produsele alimentare prajite sunt pe larg raspandite la nivel mondial si cuprind un sortiment
foarte bogat. Cu toate acestea continutul de grasimi absorbite la prajire poate atinge valori totale
de pana la 50% din masa totalda a produsului (Sarraf et al., 2017; Emadzadeh et al., 2015).
Consumul ridicat de grasimi si uleiuri poate conduce la probleme ce tin de dieta alimentara asa ca
bolile cardiovasculare si obezitate (Choe et al., 2007).

In acest context, au fost obtinute probe de gogosi prijite in ulei vegetal la t=180°C prin
metoda deep-fry. Rezultatele obtinute In urma extractiei grasimilor prin metoda Soxhlet sunt
prezentate in Fig. 4.. Mai multi cercetatori din domeniu au demonstrat necesitatea de a imbunatati
procesul de prajire prin controlul si minimalizarea cantitatii de ulei absorbit in timpul procesului

de préjire (Ziaiifar et al., 2008; Zolfaghari et al., 2013).

Rezultatele obtinute ne arata ca probele cu adaos de pudre vegetale atesta un continut redus
de ulei absorbit la prajire in comparatie cu PM, a cérei valori constituie — 17,67+0,40%. Probele
cu adaos de pudre vegetale sunt caracterizate prin urmatoarele valori: GPP — 15,47+0,20%; GPC
— 14,82+0,10% si respectiv GPM — 14,0340,40%. Diminuarea continutului de ulei absorbit la
prajire se datoreaza diversificarii retetei de obtinere a gogosilor prin adaos-ul de pudre vegetale.
ingrediente si tehnologia de preparare a produselor alimentare (Tan et al., 2006). Adaugarea de
hidrocoloizi alimentari ca ingrediente uscate este o modalitate practica de reducere a consumului
de ulei in procesul de prajire a alimentelor, deoarece adaugarea nu modificd procedurile

conventionale de productie (Tan et al., 2006; Ziaiifar et al., 2008).

4.3.3. Evaluarea indicilor de culoare a gogosilor cu pudra de fructe de padure

Culoarea alimentelor este consideratd cel mai important factor pentru perceptia aromei;
aceasta stabileste asteptarile consumatorilor despre ce gust vor avea acele produse alimentare, de
aceea este important ca culoarea produselor sa fie naturald, placutd si sa nu provoace dezgust.
Culoarea alimentelor poate fi determinatd vizual dar si instrumental. Cel mai des la analiza
instrumentala se utilizeaza sistemul CIELab (Pourfarzad et al., 2014). Analiza spatiului de culoare
CIELab pentru gogoase cu adaos de pudra de fructe s-a efectuat cu ajutorul aplicatiei Photoshop
CC. In Tabelul 4.11 sunt prezentate rezultatele evaluarii indicelor de culoare a gogoaselor.

Culoarea gogosilor reprezinta un parametru de calitate important, asociat cu aroma, textura si
caracteristicile senzoriale. Culoarea reprezintd o caracteristicd esentiald care contribuie la formarea
preferintei consumatorilor. Brunificarea crustei, spre exemplu este un rezultat al reactiei de brunificare

non-enzimatice (Maillard) dintre aminoacizi si zaharurile reducatoare (Pourfarzad et al., 2014).
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Tabelul 4.11. Determinarea parametrilor cromatici ai gogosilor cu adaos de pudra de

fructe
Proba Indicator
L* a* b* AE
PM

“ 96,00+0,56 2.00+0.05 24,00+0,51 -
GPC5%

Y 87.00:0,45 10,00+0,15 25.00£0,15 2,0040,01
GPC10% :

ﬁ 83,000,098 11,00£0,20 23,00+0,69 2,45+0,02
GPM5% ~

m 61,00+0,35 32,00+0,51 35,00+0,45 3.46+0,05

GPM10%
’ 48,00+0,24 32,00+0,26 24,00+0,24 12,88+0,12

GPP5%
‘ 68,00+0,24 28,00+0,24 29,00+0,50 4,90+0,17

GPP10%
52,00+0,36 18,00+0,15 15,0040,15 6,16+0,18

Nota: PM — proba martor; GPC — gogosi cu pudra de catina; GPP — gogosi cu pudra de paducel;, GPM — gogosi cu pudra de macese.

Culoarea preparatelor de panificatie este influentata de adaosul de pudra de fructe, daca
este adaugatd o cantitate mai mare de pudra culoarea gogoaselor este mai intensd fatd de PM.
Probele cu nuantd mai deschisa sunt PM si GPC, a carei valori pentru parametrul L* este: pentru
PM — 96,00+0,56; pentru GPC5% - 87,00+0,45 si respectiv pentru GPC10% - 83,00+0,98.
Luminozitatea probelor a scazut odata cu Inlocuirea fainii de grau cu pudra de macese si cu pudra
de paducel. Acest fapt poate si explicat prin influenta carotenoizilor si pigmentilor naturali de
culoare galben-rosieticd din compozitia pudrelor vegetale utilizate. Astfel, pentru GPM5% -
61,00+0,35; pentru GPM10% - 48,00+0,24; pentru GPP5% - 68,00+0,24; pentru GPP10% -
52,0040,36. Nuantele la probele cu adaos de pudra de 5% sunt placute, iar cele cu 10% de pudra
de fructe sunt prea intense. Parametrul a* indica intensitatea culorilor de rosu si verde din
produsele cercetate. Valorile obtinute pentru parametrul a* ne indica ca gogosile imbogatite cu
pudrd de macese (32,00+£0,51) manifestd cea mai intensa culoare de nuantd rosie. Aceasta
modificare esentiala se datoreaza pigmentilor caracteristici fructelor de macese. PM cat si GPC se
caracterizeaza prin valori considerabil mai reduse a parametrului a* si anume: pentru PM -
2,00+0,05; pentru GPC - 10,00+0,15. Aceste valori ne confirma ca indicii cromatici pentru PM cét
si produsele cu adaos de pudra de catind tind sa varieze spre culoarea verde. Parametrul cromatic

b* ne caracterizeaza nuantele de galben in produsele cercetate unde: pentru PM- 24,00+0,51;
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pentru GPM — 24,00 - 35,00+0,45; pentru GPC — 23,00 - 25,00+0,15; pentru GPP — 4,90 -
6.16+0,18. Din rezultatele prezentate putem concluziona ca nuantele de galben sunt caracteristice

pentru toate probele de gogosi cercetate.

Fig. 4.6. Gogosi cu pudra de fructe: a) PM, b)GPMS5%; ¢)GPP5%; d) GPC5%

Parametrul AE pentru probele cercetate se caracterizeaza prin urmatoarele valori: pentru
GPM - 12.88+0,12; pentru GPC - 2,45+0,02; pentru GPP - 6.16+0,18. Valorile obtinute ne indica
diferenta de culoare a probelor imbogatite cu pudrd vegetald in comparatie cu PM. Asadar, s-a
stabilit ca gogosile cu pudrad vegetala atestd modificari de culoare care pot fi cu usurinta sesizate

de ochiul omului asa cum toate valorile depasesc AE>3,00 (Goranova et al., 2019).

4.3.4. Activitatea antioxidantd a gogosilor in conditiile digestiei gastro-intestinale

in vitro
Bioaccesibilitatea reprezinta gradul la care un compus chimic este absorbit de organismul
uman sau la care acel compus este facut disponibil la locul activitatii biologice. Vitaminele si
mineralele au rate diferite de absorbtie, indiferent de faptul ca sunt disponibile ca tabletd, sub
forma lichida, ca pudra sau ca aliment. Este bine de cunoscut care este digestibilitatea alimentelor
complexe, si cum influenteaza pudra de fructe acest proces. La studierea evolutiei activitatii

antioxidante a produselor complexe cu adaos de pudra de catina, paducel si macese a fost efectuata
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simularea digestiei gastrice cat si a digestiei intestinale in vitro pentru gogosile cu adaos de 5%

pudra din fructe. Rezultatele obtinute sunt prezentate in Fig. 4.7.

oPM oGPM @GPC OGPP
60,00

50,00 1 =
40,00

30,00

| il

Digestie gastrica (pH =2,0) Digestie intestinala (pH=8,2)

AA, %DPPH

Fig. 4.7. Activitatea antioxidanta a gogosilor in conditiile digestiei gastrice si intestinale:
GPC - gogosi cu pudra de catina ; GPM — gogosi cu pudri de macese ; GPP — gogosi cu
pudra de paducel

Evaluarea activitatii antioxidante in urma digestiei gastrice induse (mediu acid) atestd o
crestere esentiald pentru probele cu adaos de pudra in comparatie cu PM a carui valori constituie:
pentru PM — 19,08+ 0,70%; pentru GPM — 51,57 £ 1,30%; pentru GPC — 50,26 + 1,30%; pentru
GPP - 36,45£1,30%. Modificarile care apar pe parcursul digestiei gastrice si cresterea
considerabila a activitatii antioxidante pentru probele Imbogétite cu pudra vegetald se datoreaza
compusilor biologic activi (polifenoli, carotenoizi, vitamine) din compozitia matritei alimentului
ingerat. Concomitent un rol important il joaca si hidroliza compusilor fenolici cand sunt asociati
cu carbohidratii si proteinele din matrita alimentara prin actiune enzimatica si nivel de pH scazut
in timpul digestiei gastrice (Rodriguez-Roque et al., 2013)

Mediul acid Tmpreuna cu enzimele digestive favorizeaza eliberarea compusilor biologic
active respectiv ceea ce influenteaza si capactitatea antioxidanta in crestere a produselor cu adaos
de macese studiate (Pavan et al., 2014).

In continuarea procesului de digestie gastrointestinald a fost efectuatd simularea fazei de
digestie intestinald indusa prin incubarea probelor in mediu alcalin (pH=8,2+0,1) si determinarea
activitatii antioxidante dupa o perioada de 2 ore. Datele obtinute ne arata ca activitatea antioxidanta
a probelor cu adaos de pudra vegetald atesta o scadere esentiald pentru probele cu adaos de pudra
in comparatie cu PM a carui valori constituie: pentru PM — 16,58 +0,80%; pentru GPM — 25,15
+0,80%; pentru GPC — 21,84+0,80%; pentru GPP — 23,16 +0,80%.
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In urma efecturii digestiei intestinale se observa o scadere treptatd a activitatii antioxidante
dupa 2 ore de incubare atdt pentru probele cu adaos de pudra cat si pentru proba martor datorita
modificarilor de pH, de la mediul acid (digestia gastrica) spre mediul alcalin (digestia intestinald)
(Lucas-Gonzalez et al., 2018). Reactiile chimice de oxidare si polimerizare cauzeaza formarea
calconiilor si interactiunea cu alti compusi prezenti in matrita alimentara, asa ca carbohidratii,
proteinele, fibrele si mineralele, care afecteazd descresterea compusilor biologic activi ca
polifenolii, carotenoizii, acidul ascorbic in intestin (Lucas-Gonzalez et al., 2018).

Acest fapt poate fi explicat prin stabilitatea scdzutd a compusilor biologic activi in
conditiile mediului alcalin (pH=8,2+0,1) si formarea metabolitilor care inhibd activitatea

antioxidanta a compusilor biologic activi din produsele cercetate.

4.4. Tehnologia de fabricare a mini-checurilor cu pudra din fructe de padure

Pentru a putea estima caracteristicile fizico-chimice si senzoriale a produselor complexe
cu adaos de pudra vegetala s-a pus drept scop pregatirea mini-checurilor. Checul reprezinta una
dintre cele mai populare produse de panificatie consumate la nivel mondial pe toate nivelele
economice. Acest fapt se datoreaza cd sunt produse de tipul gata-de-consumat si au un pret
accesibil pentru toate paturile sociale (Mildner-Szkudlarz et al., 2016; Rosales-Soto et al., 2012).

Mini-checurile au fost obtinute in baza retetei de fabricare prezentate in Tabelul 4.12.

Tabelul 4.12. Reteta de fabricare a mini-checurilor cu pudra de fructe

Materia prim Cantitate de materie primai, kg
PM CPC5/CPP5/CPM5 CPC10/CPP10/CPM10

Fiina de griu 35,00 30,00 25,00
Zahar 20,00 20,00 20,00
Unt 18,00 18,00 18,00
Oua de gaina 24,00 24,00 24,00
Bicarbonat de sodiu 2,20 2,20 2,20
Sare 0,30 0,30 0,30
Vanilie 0,50 0,50 0,50
Pudra de

citind/piaducel/micese ) 3,00 10,00
Total 100,00 100,00 100,00

Nota: PM — proba martor;, CPC — mini-chec cu pudra de cdtind;, CPP — mini-chec cu pudrda de pdducel; CPM — mini-chec cu pudra de mdcege.

Ouale se dezinfecteaza si se spald. Faina, zaharul, bicarbonatul de sodiu, sarea se cerne.
Ouale se sparg si incorporeaza cu un praf de sare, apoi treptat se Incorporeaza zaharul, esenta de
vanilie pand se obtine o compozitie omogend. Untul topit se Incorporeazd in compozitie,

bicarbonatul de sodiu si faina. Compozitia de aluat obtinutd se omogenizeaza si se dozeaza in forme.
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Mini-checurile se coc la cuptor preincalzit la 180°C pentru 20-25 min. Mini-checurile gata coapte se
racesc pana la temperatura 22-25°C si se depoziteaza la un loc ferit de lumina (Fig. A1.4).

In vederea analizei parametrilor senzoriali si fizico-chimici a adaosului de pudra vegetala de
catind, sau paducel, sau macese si impactul acestora asupra produselor de patiserie a fost propusa
inlocuirea fainii de grau cu pudrd de fructe dupa urméatoarele concentratii; 5% si 10% respectiv.

Introducerea pudrei de fructe de catind, paducel si macese permite o pastrare mai
indelungata a brioselor, compozitia pudrei este caracterizatd printr-un continut ridicat de

carotenoide si compusi biologic activi.

4.4.1. Analiza organoleptica a mini-checurilor cu pudra din fructe

Parametrii senzoriali reprezinta unii dintre cei mai importanti factori necesari de a fi evaluati
in procesul de elaborare a produselor alimentare noi (Vasantha Rupasinghe et al., 2009). Pentru
efectuarea analizei organoleptice a mini-checurilor cu adaos de pudra de catind, paducel, si macese
a fost apreciat amanuntit cinci parametri de baza si anume: aspect si forma, culoare, miros, gust si

porozitate. Evaluarea indicilor a fost apreciata cu scara de punctaj de 5 puncte (tabelul 4.13).

Tabelul 4.13. Analiza parametrilor senzoriali a mini-checurilor cu pudra de fructe

Materia PM CPM CPC CPP
prima 5% 10% 5% 10% 5% 10%

Aspect si

forma ’ 4,30+0,05 | 4,40+£0,05 | 4,00+0,05 | 4,30+0,04 | 4,00+0,05 | 4,30+=0,05 | 3,90+0,05
Porozitatea | 4,95+0,04 | 4,70+£0,04 | 3,80+0,05 | 4,50+£0,05 | 4,00+£0,05 | 4,38+0,05 | 3,25+0,03
Culoare 4,3840,04 | 4,21£0,04 | 3,25+0,04 | 4,30+0,05 | 4,30+0,04 | 4,40+0,04 | 4,35+0,04
Gust 4,90+0,04 | 4,80+0,04 | 4,00+£0,05 | 4,20+0,05 | 4,10+0,04 | 4,50+0,04 | 3,25+0,05
Miros 4,50+0,04 | 4,50+0,05 | 4,00+£0,05 | 4,40+0,04 | 4,50+0,05 | 4,38+0,05 | 4,25+0,05
Total 23,03+0,11 | 22,61£0,11 | 19,05+0,11 | 21,70+0,11 | 20,80+0,11 | 21,96+0,11 | 19,00+0,11

Nota: PM — proba martor; CPC — mini-chec cu pudra de catina;, CPP — mini-chec cu pudra de paducel; CPM — mini-chec cu pudra de mdcese.

Culoarea oricarui produs este primul indice perceput de consumator pentru aprecierea
calitatii si selectarea unui produs alimentar (Antonic et al., 2020; Rosales-Soto et al., 2012). S-a
determinat ca punctajul maxim a fost acordat dupa cum urmeaza: pentru CPP — 4,40; pentru CPC
— 4,30 si pentru CPM — 4,21. Culoarea mini-checurilor obtinute a variat In dependenta de
provenienta pudrei vegetale, si a continutului de pigmenti naturali de catind, paducel si macese.

Aspectul este la fel de important ca si gustul produsului cercetat, asa cum influenteaza direct
preferintele ulterioare ale consumatorului (Antonic et al., 2020). Analizand rezultatele obtinute s-a
stabilit ca scorul total maxim pentru mini-checurile imbogétite cu pudra vegetald a fost obtinut de CPM

—22,61; urmata de CPP -21,96 si CPC — 21,70 respectiv. La aprecierea concentratiei recomandate de
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pudrd substituitd, s-a stabilit cd 5% de pudra vegetala asigurd produsele complexe cu caracteristici
senzoriale Tnalte, care au fost apreciate de panelisti cu punctaj inalt. S-a constatat ca adaos-ul de 10%
pudrd vegetald a obtinut aprecieri scazute pentru parametrii senzoriali. Gustul a fost caracterizat ca
astringent, putin amarui; culoarea a fost intensd si mai putin apreciatd de degustatori.

In urma estimarii indicilor organoleptici s-a stabilit ca mini-checurile cu adaos de 5% pudra
de catina alba, paducel si macese au o culoare si un miros placut si pot fi propuse spre consum

pentru pontentialii consumatori de pe piata.

4.4.2. Cercetarea indicatorilor de calitate si a valorii biologice a mini-checurilor
imbogitite cu pudra din fructe de padure

S-a constatat cd carotenoizii sunt responsabili pentru o serie de beneficii sanatatii umane.
In special, a-carotenul, f-carotenul si S-criptoxantina sunt importante pentru activitatea lor ca
provitamina A. Un aport adecvat de carotenoide pot preveni leziunile degenerative ale ochilor,
precum orbirea nocturni, xeroftalmia, ulceratii si leziuni ale corneei (Faustino et al., 2016). In
plus, carotenoizii actioneaza ca antioxidanti si aportul lor a fost asociat cu un risc redus de
aparitie a mai multe boli cronice. Xantofile, cum ar fi luteina si zeaxantina, sunt componentele
majore ale pigmentilor maculari; reactioneaza ca antioxidanti impotriva radicalilor liberi si
speciile de oxigen reactiv, protejand astfel retina impotriva peroxidarii si a fotooxidarii si
impiedicarea aparitiei degenerescentei maculare legate de varsta (Gale et al., 2003), care este
principala cauza a orbirii (Bressler, 2004). Licopenul imbunatateste functia endoteliala si reduce
incidenta bolilor coronariene (Jacques et al., 2013), in timp ce S-carotenul, licopenul si retinolul
s-au dovedit a preveni simptomele bolii Alzheimer (Lerner et al., 2012). De asemenea, a fost
raportata o asociere intre consumul de alimente bogate n carotenoizi si risc redus de diabet de tip 2,
cancer colorectal si obezitate (Jung, S. et al., 2013; Luisa Bonet et al., 2015; Sluijs et al., 2015).

Din pacate, carotenoizii sunt foarte sensibili in ceea ce priveste expunerea la caldura,
oxigen, lumina, acizi si metale de tranzitie, precum si enzime oxidative si existd dovezi ca
stocarea si produselor alimentare pot avea un impact negativ asupra continutului de carotenoizi;
deci, aceastd pierdere ar trebui luatd in considerare atunci cind se analizeazd beneficiile
potentiale pentru sandtate ale produselor complexe cu adaos de pudre vegetale (Trono, 2019).

In urma cercetdrii mini-checurilor cu pudrd de catind, sau paducel, sau micese am
determinat spectrofotometric continutul de zeaxantina, f-caroten, licopen, clorofila a si clorofila
b. Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 4.14.

In urma analizei acestei diagrame putem constata ca produsele complexe cu adaos de pudra

vegetald analizate au un continut bogat de carotenoide. Clorofila este pigmentul verde al plantelor
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si una din cele mai importante substante organice care in mini-checurile cercetate au obtinut
urmatoarele valori pentru CPM - clorofila o variaza intre 2,68 si 4,02 + 0,01 mg/L; clorofila b
variaza intre 4,39 si 5,98+0,01 mg/L; zeaxantina variaza intre 27,02 si 42,18 + 0,07 mg/L; f-
caroten variaza intre 37,18 si 58,34 + 0,09 mg/L si Licopenul variaza intre 35,13 si 53,59 + 0,10
mg/L. Rezultatele obtinute (Tabelul 4.14) confirma continutul sporit de carotenoide in mini-
checurile imbogatite cu pudra vegetald macese, catina si paducel, fapt care ii sporeste bioactivitatea

si astfel imbunatatirea proprietatilor nutraceutice (Olawuyi et al., 2019).

Tabelul 4.14. Continutul de carotenoide in mini-checuri cu pudra din fructe

Carotenoide CPM CPC CPP
Adaos 5%
Clorofila a, mg/L 2,68+0,02 2,15+0,01 1,32+0,02
Clorofila 3, mg/L 4,39+0,04 3,88+0,02 2,75+0,04
B-caroten, mg/L 37,184+0,01 34,36+0,01 30,38+0,01
Licopen, mg/L 35,13+0,04 33,29+0,02 29.25+0,01
Zeaxantind, mg/L 27,02+0,02 29,23+0,01 24,79+0,04
Adaos 10%
Clorofila a, mg/L 4,02+0,01 3,75+0,03 2,51+0,04
Clorofila B, mg/L. 5,98+0,01 5,06+0,04 3,99+0,01
B-caroten, mg/L 58,34+0,09 52,48+0,04 49,68+0,05
Licopen, mg/L 53,59+0,10 48,32+0,05 47,06+0,04
Zeaxantind, mg/L 42,18+0,07 44,71+0,07 40,37+0,01

Nota: PM — proba martor; CPC — mini-chec cu pudra de catina;, CPP — mini-chec cu pudra de paducel; CPM — mini-chec cu extract de mdcese.

In urma determinarii continutului de carotenoide in produsele complexe s-a constatat ca
pudra vegetald are un continut bogat de carotenoide, ceea ce ne demonstreaza ca pudra de citina,
sau paducel, sau macese exercitd o serie de actiuni benefice pentru organism, cum ar fi reducerea

bolilor cronice, cardiovasculare si a diabetului.

Tabelul 4.15. Fractia masica de umiditate a mini-checurilor cu pudra de fructe

Nr. Fractia masica de umiditate, %
1 PM 22,30+0,01
2 CPM5% 20,89+0,01
3 CPM10 % 19,68+0,02
4 CPC5% 22,25+0,02
5 CPC10% 20,80+0,01
6 CPP5% 21,98+0,01
7 CPP10% 19,05+0,03

Nota: PM — proba martor; CPC — mini-chec cu pudra de catina;, CPP — mini-chec cu pudra de paducel; CPM — mini-chec cu pudra de mdcege.

In urma analizei rezultatelor prezentate in t 4.15 de mai sus observdm ca odatd cu marirea

continutului de pudra adaugata in produs, fractia masica de umiditate este in scadere, variind de la
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22,30+0,01% pana la 19,05+0,01%. Acest fapt se explicd prin adaosul de pudra de fructe, care are
fractia de umiditate mai joasd comparativ cu fdina alba de grau, ceea ce duce la cresterea
continutului total de substante uscate in compozitia checurilor.

Conform datelor prezentate in (HG nr. 1456, 2016) cu privire la conditiile generale de
calitate a checurilor, putem mentiona ca rezultatele obtinute se incadreaza in limitele admisibile
de calitate si nu depasesc intervalul de 12,0-24,0% conform actelor normative.

Elasticitatea miezului este proprietatea acestuia de a-si reveni la forma initiald, dupa
incetarea actiunii fortei de presare (Ciumac et al., 2019). In vederea cercetirii mini-checurilor cu
adaos de pudra de catina, paducel si macese s-a determinat elasticitatea pentru probele obtinute.

Rezultatele obtinute sunt prezentate in Fig. 4.88.
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Fig. 4.8. Elasticitatea mini-checurilor cu adaos de pudra de fructe: CPC — mini-chec cu
pudri de citind; CPP — mini-chec cu pudra de paducel; CPM — mini-chec cu extract de mécese.

Mini-checurile cu adaos de pudre vegetale se caracterizeaza prin urmatoarele valori: pentru
CPM - 86,00 — 88,00%; pentru CPC — 75,50 — 81,35%; pentru CPP — 73,89 — 80,23%. In baza
rezultatelor obtinute se atestd o scadere esentiald a elasticitatii mini-checurilor cu adaos de pudra
vegetald proportionald cu cantitatea de pudrd vegetald substituitd. Acest fapt se explicd prin
scaderea continutului de gluten din compozitia aluatului ca consecinta a substituirii fainii de grau
cu pudra vegetala din catina, paducel si macese.

Porozitatea reprezinta volumul total de goluri din miez care la randul sdu este influentat de
urmatorii factori: calitatea si cantitatea glutenului din faina, puterea féinii, capacitatea fainii de a
forma si a retine gazele de fermentare, capacitatea de dospire a drojdiei si conducerea operatiilor
procesului tehnologic (Glinski et al., 2011). A fost analizatd porozitatea mini-checurilor cu adaos

de pudra vegetald, iar rezultatele obtinute sunt prezentate in Fig. 4.9.
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In urma analizei rezultatelor din diagrama de mai sus s-a stabilit ci porozitatea probelor
cercetate cuprinde urmatoarele valori: pentru CPM — 77,35 - 81,15%; pentru CPC — 81,35 -
75,50%; pentru CPP — 73,89 - 80,23%.
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Fig. 4.9. Porozitatea mini-checurilor cu adaos de pudra de fructe: CPC — mini-chec cu
pudra de catind; CPP — mini-chec cu pudra de paducel; CPM — mini-chec cu extract de macese.

S-a observat ca marirea continutului de pudra substituita scade porozitatea mini-checurilor
cercetate. Acest fapt poate fi explicat prin reteaua slaba de gluten fromatd in timpul formularii
aluatului si coacerii acestuia, astfel CO2 format in timpul fermentarii nu va fi retinut si ca
consecinta se obtine un produs cu un volum mai mic si porozitate scazuta (Rathnayake et al., 2018).
CO; generat in timpul fermentarii se poate dizolva partial in faza lichida si se difuzeaza catre
nucleele generate in timpul etapei de amestecare datorita gradientului de concentratie a gazului
care determina modificarile structurii aluatului provocand modificari fizico-chimice in reteaua de
gluten si alte proteine care confera porozitatea caracteristicd a texturii poroase a aluatului
(Garimella Purna et al., 2011; Shehzad et al., 2010). Expansibilitatea aluatului in timpul
fermentatiei poate fi determinata in principal de viscoelasticitate. Componentele vascoase din aluat
permit, in mod masiv, celulelor gazoase si se extindd pentru a egaliza presiunea, unde
componentele elastice ale aluatului oferd puterea relevantd pentru a preveni aluatul de
supraexpansiune si prabusire. Fenomenele de transfer de caldura si masa au loc simultan in timpul
coacerii, ceea ce determind transformarea fizica, chimica si structurald (Mondal et al., 2008),
inclusiv evaporarea apei, expansiunea volumului, gelatinizarea amidonului si denaturarea
proteinelor si inclusiv stabilirea structurii poroase (Bredariol et al., 2021) care duce la stabilirea

structurii finale a produselor de panificatie (Scanlon et al., 2001).
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Pentru checurile cu adaos de pudra de paducel si macese se recomanda substituirea fainii
de grau cu 10% pudrd, pentru minichecurile cu pudrd de cétina se recomanda substituirea fainii de

grau cu 5% pudra vegetala.

4.5. Concluzii la capitolul IV

In urma rezultatelor analizate mai sus au fost formulate urmatoarele concluzii:
e Inbaza caracteristicilor functionale ale extractelor liposolubile de catina, paducel si macese
a fost elaborata tehnologia de obtinere a produselor alimentare cu continut lipidic sporit si
anume a sosurilor emulsionate. S-au cercetat principalii indici de calitate a produselor
complexe: IP, IA, DC si TC, care au confirmat potentialul antioxidant al extractelor liposolubile
de fructe de padure si respectiv capacitatea de inhibarea proceselor oxidative. Incetinirea
proceselor oxidative pe parcursul stocarii produselor alimentare cu continut lipidic sporit v-a
permite asigurarea consumatorului cu un produs sigur, imbogatit cu compusi biologic activi de
valoare si cu un termen de valabilitate sporit.
e S-a constatat posibilitatea de utilizare a pudrelor vegetale in vederea micsorarii cantitétii de
cu adaos de pudre vegetale atestd un continut redus de ulei absorbit la prdjire In comparatie cu
PM, a carei valori constituie — 17,67+0,40%. Probele cu adaos de pudre vegetale sunt
caracterizate prin urmatoarele valori: GPP-15,47+0,20%; GPC — 14,82+0,10% si respectiv GPM
—14,03+0,40%. Aceastd constatare de valoare va permite de a oferi consumatorului un produs
alimentar complex sandtos, care va avea un continut redus de substante nocive, iar in schimb va
fi imbogiatit cu compusi biologic activi ce va oferi produsului finit valoare biologica sporita.
e S-aargumentat posibilitatea de a utiliza pudrele vegetale de catind, sau paducel, sau macese
la obtinerea produselor alimentare complexe cu potential antioxidant. Evaluarea parametrilor
organoleptici au aratat ca probele au fost apreciate pozitiv de catre degustatori, caracterizate
prin aroma si gust placut, culoare specificd adaosului utilizat. Astfel produsele complexe cu
adaos de pudra vegetala pot fi propuse publicului larg de consumatori.
e A fost evaluata stabilitatea oxidativa in timp a produselor alimentare complexe obtinute si
s-a constatat ca pudra vegetald de catind, sau paducel, sau micege asigurd potentialul
antioxidant necesar pentru a incetini procesele oxidative si de alterare a grasimilor din
componenta produselor complexe. Asadar produsele respective pot fi pastrate o perioadda mai

indelungata in comparatie cu proba martor.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

Problemele abordate in tezad sunt consacrate stabilizarii uleiurilor vegetale cu compusi
biologic activi din surse regenerabile, prin elucidarea transformarilor chimice, fizico-chimice,
biochimice ce au loc in conditii de extractie, pastrare, incorporarea compusilor biologic activi si
formularea pe baza rezultatelor obtinute a unor alimente complexe. Principalele rezultate ale
cercetarilor realizate au fost formulate prin urmatoarele concluzii:

1. Produsii secundari ai oxidarii lipidice au fost analizati prin spectroscopia de masa in
tandem (LC-MS/MS), mod de injectare electrospray (ESI) cu polarizare in mod negativ si pozitiv.
Evaluarea plasmalogenilor oxPE si oxPC a fost realizatd prin ambele moduri de polarizare.
Derivatizarea cu CHH a permis identificarea atdt a LPP cu masa moleculara mica, cat si a LPP cu
masa moleculard mare. Au fost identificati peste 63 produsi ai oxidarii lipidice, dominanti fiind
hexanalul (m/z=98.2021), octenalul (m/z=124.1121), hidroxinonenalul (m/z=154,2390) si
hidroxioctadenalul (m/z=282.2792). Metoda aplicata a permis determinarea modificarilor chimice
care au loc pe parcursul oxidarii lipidice si confirmarea mecanismelor de oxidare studiate,
subcapitolul 3.3. si 3.4. (Subotin et al., 2021).

2. Indicii fizico-chimici ai uleiurilor vegetale fortificate cu extracte liposolubile de citina,
paducel si macese denotd, ca procesul de oxidare este incetinit considerabil, luat In raport cu proba
martor. Pe parcursul a 3 luni de stocare IP a uleiurile fortificate au prezentat caracteristici stabile,
fiind considerabil mai redus: cu 0,5 mechiv O2/kg in cazul extractului de macese, cu aproximativ
1,0 mechiv O2/kg  pentru extractele de catina si paducel; valoarea indicelui de p-anisidind pentru
uleiul cu extracte liposolubile variaza intre 10,61 — 10,94 uc., iar pentru uleiul nefortificat variaza
in intervalul 9,65 — 13,97 u.c., subcapitolul 3.1. (Popovici et al., 2018d; 2020).

3. Activitatea antioxidanta (AA) a uleiurilor vegetale fortificate in conditiile digestiei
gastrice induse (pH=2+0,1) atestd o crestere esentiald pentru probele cu extracte liposolubile in
comparatie cu proba martor (17,58 + 0,90 %), constituind respectiv : pentru catind — 46,43+0,90%;
pentru macese; 37,08+ 0,90 %, iar pentru paducel - 39,29+0,90 %. Mediul acid favorizeaza
eliberarea compusilor biologic activi, ceea ce influenteaza si capacitatea antioxidanta. In faza de
digestie intestinald indusa prin incubarea probelor in mediu alcalin (pH=8,2+0,1) AA a uleiului de
floarea-soarelui constituie 4,26+0,3%, iar pentru uleiurile fortificate valorile AA variaza respectiv
de la 8,09+0,3% pentru catind; 7,06£0,3 % (macese) si 4,56+0,3% (paducel). Majoritatea
compusilor biologic activi sunt extrem de sensibili la conditii usor alcaline, fiind susceptibili la
interactiunea cu alte componente alimentare eliberate, precum fibrele dietetice si proteinele,

subcapitolul 3.2. (Popovici et al., 2021c; 2021b)
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4. Au fost elaborate tehnologii de obtinere a unor produse alimentare complexe cu adaos
de extracte liposolubile si pudre vegetale din catina, paducel si macese: sosuri functionale cu adaos
de ELC, ELP si ELM; mini-checuri si gogosi cu adaos de pudrad de catina, paducel si macese;
bomboane functionale cu pudre vegetale de catind, paducel si macese. Indicii de calitate ai
produselor elaborate - IP, IA, DC si TC au confirmat incetinirea proceselor oxidative pe parcursul
stocarii alimentelor cu continut lipidic sporit, capitolul 4 (Popovici, 2018; Popovici et al., 2019d).

5. Produsele alimentare complexe cu adaos de extracte liposolubile si pudre vegetale se
caracterizeaza printr-un continut bogat de carotenoizi si pigmenti vegetali: clorofila a - 0,68- 0,99
mg/L; clorofila B - 1,39 — 2,54 mg/L; B-caroten — 17,18 — 20,16 mg/L; licopen — 16,15 — 22,11
mg/L; zeaxantini — 15,99 — 21,98 mg/L (bomboane). In rezultatul digestiei gastro-intestinale in
vitro a fost atestatd o crestere esentiala a activitatii antioxidante: pentru PM — 30,18+ 1,20%, iar
pentru BPM — 70,07+0,80%; BPC — 64,26+1,20%; BPP — 58,45+1,20%, subcapitolul 4.2.3
(Popovici et al., 2019d; 2019e).

6. Au fost evaluati parametrii tehnologici ai procesului de fabricare a produselor fainoase
cu continut sporit de lipide. Probele cu adaosuri vegetale (gogosi) atestd un continut redus de ulei
absorbit la prajire (14,03 - 15,47%) in raport cu PM — 17,67%, fapt datorat diversificarii retetei
prin adaosul de hidrocoloizi din materia vegetald. Analiza spatiului de culoare CIELab si analiza
senzoriald au demonstrat ca optima este concentratia de 5% adaosuri vegetale, subcapitolul 4.3.2.

7. S-a argumentat posibilitatea de a utiliza extractele lipidice, uleiurile fortificate cu
extracte si pudre de citina, paducel si macese pentru obtinerea produselor de cofetarie si patiserie
cu continut lipidic sporit. Analiza stabilitatii oxidative in timp a produselor complexe obtinute a
demonstrat, ca pudrele vegetale de catina, paducel si macese, caracterizate printr-un continut sporit
de carotenoide si clorofile, asigura un potential antioxidant suficient pentru a incetini procesele
oxidative si de alterare a grasimilor din matricea alimentului, subcapitolul 4.2.2. (Popovici et al.,
2019c; 2019a).

RECOMANDARI PRACTICE

In cadrul tezei au fost elaborate o serie de procedee de fabricare a produselor alimentare
complexe cu adaos de extracte liposolubile si pudre vegetale din fructe de cétind, paducel si macese
care sunt recomandate pentru implementarea lor in industria alimentara:

1. Procedeul de stabilizare a uleiurilor vegetale cu extracte liposolubile din catina,

paducel si micese, conform brevetului de inventie (Popovici, 2019b; Popovici et al.,

2020).
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2. Tehnologia de fabricare a sosului emulsionat cu adaos de extracte liposolubile din
citina, paducel si micese conform brevetului de inventie (Popovici, 2018; Popovici et
al., 2021a).

Adaosul de extracte liposolubile de fructe de padure in sosul emulsionat are influentd
pozitiva asupra indicilor senzoriali, in special asupra gustului si mirosului. S-a evidentiat sporirea
AA asosului emulsionat, ceea ce a demonstrat influenta extractelor liposolubile de catina, paducel
si macese asupra indicatorilor de calitate. Concentratia de 18% extract este recomandatd pentru
fabricarea sosului emulsionat cu adaos de extract liposolubil de catina, paducel si macese.

3. Tehnologia de fabricare a bomboanelor functionale cu pudra de catina, paducel

si micese (Popovici et al., 2019c¢).

Adaosul de pudre de catind, paducel si macese are influentd pozitivd asupra indicilor
senzoriali, In special a gustului, mirosului si culorii. S-a demonstrat influenta pozitiva a pudrelor
vegetale de catina, paducel si macese asupra activitatii antioxidante in vitro, care este considerabil
mai crescutd in comparatie cu proba martor. Pentru bomboane cu adaos de pudre vegetale se
recomanda substituirea nucilor cu 5% pudra de catina, paducel si macese.

4. Tehnologia de fabricare a gogosilor cu pudra de catina, paducel si macese

Adaosul de pudre de citina, paducel si macese are influentd pozitiva asupra indicilor
senzoriali, in special a gustului si culorii. S-a demonstrat influenta pozitiva a pudrelor vegetale de
catind, paducel si micese asupra activitatii antioxidante iz vitro, care este considerabil mai crescuta
in comparatie cu proba martor atat pentru digestia gastrica cat si digestia intestinala. S-a constatat
ca continutul de ulei absorbit la prajire nu variaza esential pentru GPP si scade cu cca. 15% pentru
GPM si GPC. Pentru gogosi cu adaos de pudre vegetale se recomanda substituirea fainii de grau
cu 5% pudra de catind, paducel si macese.

5. Tehnologia de fabricare a mini-checurilor cu pudra de catind, paducel si macese

Adaosul de pudre de citina, paducel si macese are influentd pozitivd asupra indicilor
senzoriali, in special a gustului, mirosului si culorii. S-a evidentiat sporirea continutului de
compusi biologic activi In mini-checurile cu adaos de pudra de catind, paducel si micese, ceea ce
poate asigura un potential antioxidant sporit. Pentru producerea mini-checurilor cu adaos de pudra
de paducel si mécese se recomanda substituirea fainii de grau cu 10% pudra, pentru mini-checurile

cu pudra de catind se recomanda substituirea fainii de grau cu 5% pudra vegetala.
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ANEXE

Anexa 1

Scheme - bloc de fabricare a produselor alimentare complexe
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Fig. Al. 1. Schema-bloc de fabricare a sosului imbogatit cu extracte liposolubile din citina,
paducel si macese
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Anexa 2

COORDONAT APROB
Director Prorector pentru cercetare si doctorat

SRL "Rose Line” | a Universititii Tehnice a Moldovei
Vladimir Pislari s Ay

03 septembrie 2020 o

ACT 1

de testare s1 implementare a sistemului complex de procesarea avansata a fructelor de maces si
altor fructe uscate pentru obtinerea pudrelor cu valoarea biologica sporita, Taul, Donduseni

Dyin mragant hoammatiis A Thandao AT 1 A ntf sy MTPA:- D CHirr £ T
I U L. 2 A BTV B s W L ] 11y

dr. hab., prof. univ.; L. Popescu, dr., conf. univ., DTPA; V. Popovici, doctorand, DAN, N. Turculet,
doctorand, DTPA; D. Cojocari, doctorand, DTPA, reprezentanti ai UTM, si D. Costeniuc, seful sectiei de
producere; Gh. Goga, inginerul, reprezentanti ai SRL ”Rose Line” au intocmit prezentul ACT privind
testarea complexului de méruntire pentru obtinerea pudrelor cu valoarea biologica sporita din pulpa uscati
de maces In sectia de producere a intreprinderii SRL "Rose Line”, Taul, Donduseni.

Conform proiectului de Transfer Tehnologic 4/232T din 18 februarie 2020, Cofinantatorul - SRL
“Rose Line” a procurat utilajul necesar in corespundere cu schema tehnologica elaborati, care include
urmatoarele etape: Uscare suplimentard a pulpei de mdces — Tratament cu lumina
UV—Mairuntire—Stabilizare— Cantirire—Ambalare—Depozitare.

iIn conformitate cu schema tehnologica a fost asamblat un complex de maruntire ce include:
uscator cu infrarosu, dispozitiv cu lampi UV, transportoare, moara, cicloane, buncar de acumulare.

Linia de aparate si utilaje are urmatoare caracteristica tehnica:

-productivitatea dupa pulpa uscatd (materia prima): 50,0 kg/h;
-consum de energie electrica: 27 kW-h
- numaérul de persoane la deservire: 2 operatori.
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Complex de maruntire a fost testat din punct de vedere al parametrilor tehnologici in perioada
25-26 august. Linia a functionat in flux continuu 8 ore. Intreruperi si deregliri a regimului de functionare
nu au fost inregistrate. Produsului finit (pudra de maces) este de culoare portocalie intensa, umiditatea
finald maximum 8% si corespunde calitatii superioare conform documentatiei normativ tehnice in
vigoare. Continutul vitamina C in pudrd de méces a fost determinat de laboratorul ANSP, fiind
7.3%/100g, ce demonstreazi valoarea biologici sporita.

La incercarile tehnologice s-a prelucrat in total 400 kg pulpa uscatd de méices cu umiditatea de
8% si s-a obtinut 399.5 kg de pudra, care a fost ambalate in saci de hértie a cate 20 kg fiecare si depozitate
in conditii de pastrare — temperatura maximum 20°C si umiditatea relativa a aerului maximum 75%.

Constatdm, cd complexul de maruntire si tehnologia de obtinere a pudrei din pulpa uscatd de
mdces la SRL "Rose Line”, Taul, Donduseni, este viabila si asigurd toti parametrii tehnici si tehnologici
preconizati In Instructiunea Tehnologica IT 41103172-001:2018 si Standardul de Firma SF 41103172 -
001:2018.

Subsemnatii:

Universitatea Tehnicd a Moldovei: SRL "Rose Line” F
A. Ghendov—Mo:_;?nu f{Lc¢ o D. Cnsteniuc_,%
R. Sturza 5 /)% Gh. Goga %

L. Popescu : t% ,?,// 'ﬁ

V. Popovici _

N. Turculet ,:h

D. Cojocari -;‘.f‘;’-- _:/

Fig A2. 1. Act de testare si implementare a fructelor de mices
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Anexa 3
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Fig A3. 2. Cerere de brevet de inventie de scurta durata, nr. intrare 2225, data intrare 2021.07.29
(hotirare pozitiva).
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Declaratia privind asumarea raspunderii

Subsemnatul, POPOVICI Violina, declar pe raspundere personald ca materialele prezentate
in teza de doctorat sunt rezultatul propriilor cercetari si realizari stiintifice. Constientizez cd, in caz

contrar, urmeazd sa suport consecintele In conformitate cu legislatia in vigoare.

Numele, prenumele POPOVICI Violina

Semnatura

Data

154



INFORMATII PERSONALE

EXPERIENTA PROFESIONALA
1 Oct 2018 — in prezent

1 sep 2018 —in prezent

5 dec 2016 — 1 oct 2018

EDUCATIE
1 nov 2017 - current

1 sep 2015 — 26 jan 2017
1 sep 2011 — 16 jun 2015

FORMARE
1 oct 2020 — 28 febr 2021

iunie 2019 - mai 2020
noiembrie 2017

iunie 2018

22-23 febr 2019

Violina Popovici

@ 14 Paris str. Ap. 2, MD-2051, Chisinau, Republic of Moldova
L +22581518 B +373 69 728 851
®¥%4 violina.popovici@toap.utm.md

Skype: popoviciviolina

Sex F | Data nasterii 23/02/1992 | Nationalitate MDA, ROM

Specialist documentatie studii

Departamentul Alimentatie si Nutritie, Facultatea Tehnologia Alimentelor, UTM, Chisin&u,
Moldova

Lucrul cu documentele Departamentului Alimentatie si Nutritie

Asistent universitar

Departamentul Alimentatie si Nutritie, Facultatea Tehnologia Alimentelor, UTM, Chisinau,
Moldova

Prelegere, planificare de laborator, pregétire si cercetare. Contact si timp de
predare cu studentii. Verificarea si evaluarea muncii elevilor.

Inginer

Departamentul Alimentatie si Nutritie, Facultatea Tehnologia Alimentelor, UTM, Chisinau,
Moldova

Asistarea si intretinerea laboratoarelor in timpul procesului de studiu

Studii doctorat

Universitatea Tehnica din Moldova, Chisinau, Moldova
Biological and Chemical Technologies in Food Industry
Magistru in inginerie

Universitatea Tehnica din Moldova, Chisinau, Moldova
Managementul Restaurantelor si Servicii de Catering
Inginer licentiat in inginerie chimica si biotehnologii
Universitatea Tehnica din Moldova, Chisindu, Moldova
Biotehnologii Industriale

Bursa de mobilitate Erasmus+

Institutul de Chimie Bioanalitica, Facultatea de Chimie si Minerologie,
Universitatea Leipzig, Germania

Proiect  "Evaluation = of  oxidized  Phosphatidylethanolamine  and
Phosphatidylcholine plasmalogens”,

Bursa de Excelenta a Federatiei Mondiale a Savantilor

Proiect "The antioxidant capacity of local berries lipophilic extracts of sea
buckthorn (Hippophae), rosehip (Rosa Canina), hawthorn (Crataegus)"

Stagiu de cercetare

Institutul National de Cercetare-Dezvoltare pentru Tehnologii Izotopice si
Moleculare, Cluj-Napoca, Roméania

Seminar stiintifico practic

Francophone University Agency in Chisinau,

"Recherche doctorale entre changement et qualite”
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Participare la proiecte de
cercetare-dezvoltare, inovare si
transfer tehnologic

Participari la foruri stiintifice
nationale si internationale

Date statistice privind lucrari
publicate

PREMII $I DISTINCTII

IntelWastes 2SOFT/1.2/83 INTELLIGENT VALORISATION OF AGRO-
INDUSTRIAL WASTES, (2020-2022).

20.80009.5107.09 Ameliorarea calitati si sigurantei alimentelor prin
biotehnologie si inginerie alimentara (2020-2023).

19.80012.51.09A Produse functionale obtinuti prin valorificarea agentilor naturali
de textura si carotenoide (2019).

18.51.07.01A_PS Diminuarea contaminarii materiei prime si produselor
alimentare cu microorganisme patogene (2018-2019).

COST CA Action CA 15136 European Network to advance carotenoid research
and applications in agro-food and health (EUROCAROTEN) (2018-2020).
Conferinta stiintifica internationala ,Perspectivele si Problemele Integrarii n

Spatiul European al Cercetarii si Educatiei”, Editia a Vlll-a, Cahul 4 iunie 2021
The 16th International Conference of Constructive Design and Technological
Optimization in Machine Building Field, OPROTEH 2021, Bacau, 25-27 mai
2021;

Conferinta Studentilor, Masteranzilor si Doctoranzilor, Volum I, UTM, Chisinau
(2016, 2019, 2020);

International Conference Achievements And Perspectives Of Modern Chemistry
dedicated to the 60th anniversary from the foundation of the Institute of
Chemistry, 9-11 October 2019, Chisinau, Republic of Moldova

International Conference Days of the Academy of Technical Sciences of
Romania 2019, 14th Edition, October 17-18, 2019, Chisinau.

Resource and Energy Saving Technologies of Production and Packing of Food
Products as the Main Fundamentals of Their Competitiveness, September 12,
2019, Kyiv, Ukraine.

International symposium EURO-ALIMENT, 5-6 September 2019, Galati,
Romania.

MTFI-2018 International Conference, TUM, Chisinau, 2018

COFrRoCA - 2018 Tenth French-Romanian Colloquium of Applied Chemistry
27-29 June 2018, Bacau, ROMANIA.

Sesiunea nationald de comunicari stiintifice studentesti: Stinte ale naturii si
exacte, USM, 4-5 mai 2017, Chisinau.

Articole in reviste - 5, materiale ale comunicarilor stiintifice - 16, brevete de
inventii — 1, cerere de brevet de inventie - 1

Laureat al Galei Studentilor Originari din Republica Moldova la categoria
ERASMUS, editia a IX-a a concursului ,Excelentd academica pentru Moldova”,
organizat de Liga Studentilor Originari din Republica Moldova, 27 decembrie
2021.

Diploma of Gold Medal awarded to Popovici V., Sturza R., Ghendov-Mosanu
A., Deseatnicova O., for the process for vegetable oils stabilization, European
Exhibition of Creativity and Innovation EUROINVENT-2021, 13 Edition, May 22,
lasi, Romania, 2021.

Excellence grant of the World Federation of Scientists for the research
project "The antioxidant capacity of local berries lipophilic extracts of sea
buckthom (Hippophae), rosehip (Rosa Canina), hawthom (Crataegus)", 2019-
2020.

Gold Medal offered by the National Research Center for Food Safety
University Politehnica from Bucharest awarded to Ms. Capcanari Tatiana,
Popovici Cristina, Covaliov Eugenia, Radu Oxana, Popovici Violina, Popescu
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COMPETENTE PERSONALE
Limbi materne

Alte limbi

English
Russian

Italian

Competente informatice

Adelina for promoting Science, Education and Technology at the XVI -the edition
of the International Specialized Exhibition INFOINVENT-2019, Chisinau,
Moldova

Appreciation diploma for the active promotion of scientific and engineering
values in the XIV edition of the international conference "Days of the Academy
of Technical Sciences of Romania: Creativity in the development of the
Information Society" and on the occasion of the 55th anniversary of the Technical
University of Moldova, October 17-18, 2019, Chisinau, Repulica Moldova.
Diploma of Excellence awarded to Popovici Violina for plenary session
presentation with the topic "The oxidative stability of vegetable oils enriched with
carotenoids” at Technical Scientific Conference of Students, master and PhD
students, TUM, Chisinau, 2019.

Government grant of excellence in 2018-2019 for PhD studies and
achievements.

Diploma of Excellence and Gold Medal awarded to Sturza R., Ghendov-
Mosanu A., Cristea E., Patras A., Popovici V, Lung I., Opris Ol, Stan M.C., Soran
M.L., for the process of obtaining polyphenols from grape marc, International
Salon of Scientific Research, Innovation and Inventions INVENTICA - 2018,
Edition XXII, June 27-29, lasi, Romania, 2018.

Diploma of Excellence and Gold Medal awarded to Sturza R., Ghendov-
Mosanu A, Cristea E., Patras A., Lung |., Opris Ol, Stan MC, Soran ML, Popovici
V. for the polyphenol production process from grape marc, International Salon of
Scientific Research, Innovation and Inventions PRO INVENT, XVI Edition, March
21-23, Cluj-Napoca, Romania, 2018

Roméana
TNTELEGERE VORBIRE SCRIERE
Ascultare Citire Partlc:lpare_ la Discurs oral
conversatie
C1 Cl B2 Cl B2
C1 Cl Cl Cl B2
A2 A2 A2 A2 A2

- Microsoft Office Pack (Word, Excel, Power Point, Outlook)

- Collaboration Tools (Microsoft TEAMS, ZOOM, Cisco Webex, Skype,
Google Meeetings)

- Social Media Management (Facebook, Instagram, Youtube)

- Adobe Photoshop CC

- Autodesk AutoCAD

- XCalibur software
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