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A. REZUMAT

Teza de abilitare este structuratda conform metodologiei in vigoare si cuprinde doua
sectiuni principale, respectiv o sectiune alocata realizarilor la nivel profesional, stiintific si
academic, si o sectiune alocata planurilor de evolutie in cariera.

Realizarile profesionale sunt descrise din punctul de vedere al parcursului educational si al
carierei care include 34 de ani de activitate in domeniul invatamantului universitar, incepand cu
pozitia de preparator universitar din 1992 si pana la momentul actual, cand ocup pozitia
Profesor universitar titular. Titlul de doctor a fost obtinut Tn anul 2000. Cariera didactica s-a
derulat in cadrul Universitatii Transilvania din Brasov, initial in Facultatea de Inginerie mecanica,
din care s-a desprins ulterior, ca o necesitate din piata muncii, Facultatea de Alimentatie si
turism, respectiv in 2007. in decursul acestor ani am indeplinit multiple functii administrative,
de la sef de catedra/director de departamanet, pana la functia de decan.

Referitor la activitatea de cercetare, lista de publicatii iTnsumeaza 27 de articole stiintifice
ISl si alte 76 de articole indexate BDI, ceea ce au condus la obtinerea unui indice Hirsch in
WoS/Clarivate egal cu 5, iar in Google Scholar egal cu 9. In ceea ce priveste coordonarea de
proiecte, am fost responsabil de proiect in cadrul a doua proiecte de cercetare la nivel national.

Activitatea de cercetare este prezentata cu principalele rezultate obtinute pe doua directii
mari de cercetare, respectiv: (1) Optimizarea tehnologiilor fermentative si neconventionale
pentru obtinerea produselor alimentare cu valoare bioactiva ridicata si (2) Evaluarea calitatii,
sigurantei si functionalitatii produselor alimentare procesate prin metode moderne de analiza si
valorificare tehnologica.

Referitor la prima directie de cercetare, optimizarea tehnologiilor fermentative si
neconventionale pentru obtinerea produselor alimentare cu valoare bioactivd ridicatad,
cercetarile au vizat aspecte referitoare la efectele pasteurizarii si tratamentelor cu ultrasunete
asupra mustului de struguri pentru vinuri rosii, precum si asupra vinurilor rosii ca produs final si
caracteristicilor acestora, inclusiv ale compusilor biologic activi. De asemenea, studiile s-au
centrat si pe extractia de polifenoli si antociani si capacitatea antioxidanta a unor variante de
otet obtinute din substraturi alcoolice contindnd sucuri de afine tratate cu ultrasunete.

Cea de a doua directie de cercetare referitoare la evaluarea calitdtii, sigurantei si
functionalitdtii produselor alimentare procesate prin metode moderne de analizd si valorificare
tehnologicd a abordat urmatoarele subiecte: metode standardizate versus metode alternative
de analiza microbiologica a produselor alimentare; utilizarea tehnicilor modene de analiza a

expunerii produselor din carne la prezenta hidrocarburilor policiclice aromate; utilizarea
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diferitelor metode de analiza cantitativa si calitativa la produsele din peste gatite prin diferite
tehnici.

Ultima parte a tezei descrie planurile de dezvoltare a carierei, prin prisma unei viitoare
abilitari in domeniul Ingineria Produselor Alimentare. Principalele directii de cercetare si
proiecte pentru atragere de fonduri vor fi corelate cu domeniile de cercetare de interes al
domeniului de doctorat Ingineria Produselor Alimentare din cadrul SDI a Universitatii
Transilvanie din Brasov, respectiv: chimia si procesarea alimentelor; siguranta alimentars,
asigurarea calitatii si dezvoltarea de masuri de control; conectarea stiintei alimentare la
sanatatea umana, dieta si prevenirea bolilor legate de dietd; dezvoltarea de sisteme rezistente,

reducerea risipei alimentare si valorificarea subproduselor.
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ABSTRACT

The habilitation thesis is structured according to the approved methodology and
includes two main sections, one section allocated to professional, scientific and academic
achievements, and another one presenting the career evolution plans.

My professional achievements are outlined through the lens of my educational and
career trajectory, spanning 34 years in higher education—from my initial role as a junior
teaching assistant in 1992 to my current position as a full professor. | obtained my doctoral
degree in 2000. My academic career has unfolded at Transilvania University of Brasov; | began
in the Faculty of Mechanical Engineering, from which the Faculty of Food and Tourism
subsequently branched off in 2007 in response to labor market demands. Over the years, | have
held various administrative roles, ranging from Head of Chair/Department Director to Dean.

Regarding research activity, the list of publications comprises 27 ISl-indexed scientific
articles and 76 other articles indexed in international databases, resulting in a Hirsch index of 5
in WoS/Clarivate and 9 in Google Scholar. As for project coordination, | served as project leader
for two national-level research projects.

The research activity is presented alongside the key results obtained across two major
research directions: (1) the optimization of fermentation and non-conventional technologies for
producing food products with high bioactive value, and (2) the evaluation of the quality, safety,
and functionality of processed food products using modern analytical and technological
valorization methods.

Regarding the first research direction—the optimization of fermentation and non-
conventional technologies for producing foods with high bioactive value—research focused on
the effects of pasteurization and ultrasonic treatments on red wine grape must and the
resulting red wines, as well as on their characteristics, including their biologically active
compounds. Additionally, studies centered on the extraction of polyphenols and anthocyanins
and the antioxidant capacity of vinegar variants produced from alcoholic substrates containing
ultrasound-treated blueberry juice.

The second research direction—focused on evaluating the quality, safety, and
functionality of food products through modern analysis and technological valorization
methods—addressed the following topics: standardized versus alternative methods for the
microbiological analysis of food products; the use of modern techniques to analyze the

exposure of meat products to polycyclic aromatic hydrocarbons; and the application of various
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quantitative and qualitative analysis methods to fish products prepared using different cooking
techniques.

The final part of the thesis outlines career development plans, specifically regarding
future habilitation in the field of Food Product Engineering. Key research directions and
projects aimed at securing funding will be aligned with the research areas of interest within the
Food Product Engineering doctoral program at the Doctoral School of the Transilvania
University of Brasov—namely: food chemistry and processing; ensuring food safety and quality
and developing control measures; linking food science to human health, diet, and the
prevention of diet-related diseases; and developing resilient systems, reducing food waste, and

valorizing by-products.
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B. REALIZARI STIINTIFICE S| PROFESIONALE S| PLANURI DE EVOLUTIE S|
DEZVOLTARE A CARIEREI

B.I REALIZARI STIINTIFICE, PROFESIONALE S| ACADEMICE

I.1 Realizarile profesionale

I.1.1. Parcursul profesional si principalele realizari

Absolvent in anul 1991 al facultatii de Inginerie Mecanica, specializarea Mecanica Agricola din
cadrul Universitatii Transilvania din Brasov, imediat dupa finalizarea facultatii am Tnceput
activitatea la societatea comerciald Tractorul Brasov, sectia Motor. In luna ianuarie 1992 am
ocupat prin concurs postul de Preparator universitar, la facultatea de Inginerie mecanica
(Figura 1), Catedra de Masini pentru agriculturd si industria alimentara. in anul 1994 am avansat
la gradul didactic de Asistent Universitar, avand activitatea didactica orientata spre discipline
precum: Tehnologii alimentare fermentative, Utilaje si instalatii pentru fabricarea berii, Utilaje
si instalatii utilizate 1n vinificatie la specializarea Utilaje pentru prelucrarea produselor
agroalimentare; disciplina Curs general de masini la programul de studii Silvicultura; disciplinele
Tractoare si Exploatarea masinilor agricole la specializarea Masini si instalatii pentru agricultura
si industria alimentara.

n luna februarie anul 1998, am avansat la functia de Sef lucrari, activitatea didactica
desfasurandu-se in principal in cadrul acelorasi discipline, la care s-a mai adaugat si cursul, de
Tehnologii alimentare fermentative de la programul de studii Echipamente masini si utilaje
(Colegiu universitar).

Tn prim&vara anului 2000 am finalizat studiile universitare de doctorat cu titlul Studii si
cercetdri privind utilizarea tractoarelor agricole la lucrari de gospoddrire comunala si sa obtin
titlul de Doctor in Stiinte ingineresti — domeniul Inginerie mecanica.

Tn anul 2001 am participat la un concurs pentru ocuparea postului de Conferentiar
universitar Septembrie 2001, iar din anul 2004 detin functia de Profesor universitar. Activitatea
didactica a fost concentrata spre cursurile de la programul de studii Utilaj tehnologic pentru
industria alimentara fiind titular al cursurilor Utilaje si instalatii pentru vinificatie si Utilaje si
instalatii din industria berii. Din anul 2000 am fost titular al cursurilor Dinamica si transmisia
tractoarelor de la programul de studii Masini si instalatii pentru agricultura si industria

alimentara si Curs general de masini de la Silvicultura.
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e Preparator universitar
eLucrari practice: Curs general de masini; Dinamica si constructia tractoarelor

* Asistent universitar: Tehnologii alimentare fermentative
*Curs general de masini; Dinamica si constructia tractoarelor

eSef lucrdri: Curs Tehnologii alimentare fermentative

elLaborator: Tehnologii alimentare fermentative; Curs general de masini; Dinamica si constructia
tractoarelor

eDiploma de doctor : Stiinte ingineresti — domeniul Inginerie mecanica - Cum Laude
eStudii si cercetari privind utilizarea tractoarelor agricole la lucrdri de gospodarire comunala

* Conferentiar universitar: Cursuri

sProfesor universitar

Figura 1. Evolutia carierei didactice

In perioada 1995 -2004 numarul candidatilor inscrisi pentru concursul de admitere la
cele doua programe de studii coordonate de catedra Masini pentru agriculturd si industria
alimentara era in scadere uneori nu am avut 25 de studenti la un program de studii pentru a
porni in anul | cu o grupa si erau probleme cu asigurarea normelor didactice ale cadrelor
didactice. Motiv pentru care nu mi-am depus dosarul pentru a deveni conducator de doctorat,
era mica probabilitatea de a avea doctoranzi si pentru ca programele de studiu nu aveau viitor
in facultatea de Inginerie mecanica.

Incepand cu anul 2005 am fost implicat Tn activitatea de infiintare in domeniul Ingineria
produselor alimentare a programelor de licenta Ingineria produselor alimentare (IPA) si
Controlul si expertiza produselor alimentare (CEPA), iar in domeniul Inginerie si management
am infiintat programului de studii de licenta Inginerie si management in alimentatie publica si
agroturism (IMAPA) in paralel am coordonat programele Masini si instalatii pentru agriculturd

si industria alimentarda si Utilaj tehnologic pentru industria alimentara.
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Tn anul 2007 catedra de Masini pentru agriculturd si industria alimentard devine Facultatea de
Alimentatie si turism, am avut privilegiul sa fiu Sef de catedra pana in anul 2011, director de
departament pana in anul 2020, dupa care, pana in prezent, reprezint Facultatea de
Alimentatie si turism in calitate de decan. De la infiintarea facultatii pana in prezent am fost
membru Tn Consiliul facultatii si am reprezentat facultatea in Senatul universitatii, doua
mandate.

Tn noua facultate am fost implicat direct la infiintarea unor noi programe de studii de masterat,
un program de conversie profesionala pe care le-am si coordonat: Inginerie si management in
agroturism; Dezvoltarea si optimizarea sistemelor tehnice si tehnologice din agroturism;
Sisteme de procesare si controlul calitdtii produselor agroalimentare; Management in
ospitalitate si eco agroturism.

De asemenea, in facultatea nou infiintata, pe langa activitatile administrative am fost implicat
si in activitati didactice (cursuri, lucrari practice) si de cercetare la programele de studii Ingineria
produselor alimentare, Controlul si expertiza produselor alimentare, Inginerie si management
in alimentatie publica si agroturism, Masini si instalatii pentru agriculturd si industria
alimentara, Echipamente pentru procese industriale, Sisteme de procesare si controlul calitatii
produselor alimentare. Titular de curs la disciplinele: Ingineria vinului; Ingineria berii,
Tehnologia de fabricare a maltului si a berii, Tehnologia de fabricare a vinului, otetului si a
bauturilor distilate, Aparate de masura si control, Metode si tehnici de analiza instrumentala,

etc.

Activitate didactica:

- actualizarea si predarea cursurilor si lucrarilor practice ale disciplinelor enumerate

- anterior;

- coordonarea lucrarilor de licenta si disertatie ale studentilor din cadrul Facultatii de

- Alimentatie si Turism, cu 0 medie de 12 lucrari pe an universitar;

- activitate publicistica in domeniu: carti ca prim autor sau unic autor: Masini si
instalatii pentru tehnologii alimentare fermentative. Fabricarea berii; Utilaje pentru
vinificatie; Curs general de masini; Tehnici de gospodarire comunald; VINUL,
introducere, degustare si servire;

- in calitate de coautor a unor publicatii de specialitate: un indrumar de laborator
intitulat , Tehnologia vinului, otetului si a bauturilor distilate; Analiza senzorialda a
produselor alimentare; Maruntirea cerealelor; ,Metode si mijloace de masurare”

- Activitate de cercetare:
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- participare activa la implementarea a trei proiecte de cercetare, in calitate de
director/responsabil de proiect, precum si implicare ca membru in echipele a sapte
proiecte nationale, alaturi de alte initiative de cercetare.

- publicarea a 27 de articole stiintifice ISI (din care 20 cotate) si a altor 76 de articole
indexate BDI; rezultatele obtinute vor fi detaliate in sectiunea urmatoare.

- principalele directii de cercetare abordate de-a lungul carierei s-au concentrat pe
optimizarea tehnologiilor fermentative si neconventionale pentru obtinerea produselor
alimentare cu valoare bioactiva ridicata si Evaluarea calitatii, sigurantei si functionalitatii
produselor alimentare procesate prin metode moderne de analiza si valorificare
tehnologica.

Alte activitati:

- coordonator sau responsabil a unor programe de studii de licenta si masterat, perioada
1993-prezent

- Responsabil, la nivel de universitate, cu orarul studentilor, perioada 1998 -prezent;

- Sef de catedr3;

- Director de departament;

- Decan;

- Membru in Senatul universitatii, comisia didactica

- membru in Comisia stiintifica Ingineria resurselor vegetale si animale in cadrul UNITBV;

I.2. Directii de cercetare si rezultate obtinute
Activitatea de cercetare derulatd a abordat, in principal urmatoarele directii de cercetare:
1. Optimizarea tehnologiilor fermentative si neconventionale pentru obtinerea
produselor alimentare cu valoare bioactivad ridicatd
2. Evaluarea calitdtii, sigurantei si functionalitdtii produselor alimentare procesate prin
metode moderne de analizd si valorificare tehnologicd.
Tn cele ce urmeazd vor fi prezentate succint principalele rezultate ale cercetdrilor in
tematicile amintite si modul de valorificare al acestora.

1.2.1 Optimizarea tehnologiilor fermentative si neconventionale pentru obtinerea produselor
alimentare cu valoare bioactiva ridicata

Aceasta directie de cercetare a adresat urmatoarele teme de cercetare:
- optimizarea parametrilor de calitate ai musturilor si vinurilor prin utilizarea de tehnologii
conventionale si neconventionale
- optimizarea parametrilor de -calitate ai otetului afine prin utilizarea de tehnologii
neconventionale

[.2.1.1 Optimizarea parametrilor de calitate ai musturilor si vinurilor prin utilizarea de
tehnologii conventionale si neconventionale

Cercetarile au vizat aspecte referitoare la efectele pasteurizarii si tratamentelor cu
ultrasunete asupra mustului de struguri pentru vinuri rosii, precum si asupra vinurilor rosii ca
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produs final si caracateristicilor acestora, inclusiv ale conpusilor biologic activi. Rezultatele vor fi
prezentate corelat cu articolele stiintifice in care au fost publicate.

[.2.1.1.1 An Overview of Effects Induced by Pasteurization and High-Power Ultrasound
Treatment on the Quality of Red Grape Juice. Molecules, 25 (7), 2020.
https://www.mdpi.com/1420-3049/25/7/1669

Strugurii reprezinta una dintre cele mai importante culturi recoltate la nivel global. Cu toate

acestea, sucul de struguri nu este consumat pe scara larga la nivel mondial din cauza
continutului ridicat de zaharuri sau a aciditatii crescute, insa poate fi combinat cu suc de mere
sau alte tipuri de sucuri (Kashyap si colab., 2001, Lieu si colab., 2010; Spinelli si colab., 2016) .
Ultimele decenii au fost marcate de numeroase studii privind constituentii chimici ai strugurilor,
in special compusii fenolici, care sunt metaboliti secundari ai plantelor cu activitate de
neutralizare a radicalilor liberi (Martin si colab., 2017; Ignat si colab., 2011).

Numeroase studii de cercetare au sugerat ca antioxidantii pot avea efecte pozitive asupra
sanatatii umane datorita actiunii lor Tmpotriva stresului oxidativ. Astfel, s-a considerat ca o
dieta bazata pe un aport zilnic ridicat de antioxidanti proveniti din fructe si legume ar putea
conduce la o incidentd mai scazuta a aterosclerozei, bolii Alzheimer, cancerului, afectiunilor
oculare, diabetului, artritei reumatoide si bolilor neuronului motor (Hajhashemi si colab., 2010)
Pentru a reduce dezvoltarea microorganismelor si pentru a prelungi durata de valabilitate,
sucurile de fructe sunt de obicei procesate prin pasteurizare. Pe langa faptul ca acest procedeu
termic influenteaza calitatea produselor, acesta prezinta si dezavantajul denaturarii compusilor
bioactivi, ca urmare a reactiilor de ionizare, hidroliza si oxidare (/gnat si colab., 2011; Paniwnyk.,
2017). Avand in vedere nevoia consumatorilor pentru sucuri de fructe de inalta calitate, cu
aroma si gust placut, producatorii cauta in mod continuu alternative la metodele termice
conventionale. Tn plus, cererea consumatorilor pentru produse alimentare nutritive si sigure a
dus la un interes crescut pentru tehnicile de conservare non-termice.

Recent, tehnologii emergente precum ultrasunetele, microundele si iradierea cu camp electric
pulsatoriu au fost testate Tn industria alimentara pentru a dezvolta diverse aplicatii eficiente de
procesare a alimentelor (Clodoveo si colab., 2016). Ultrasunetele sunt unde sonore cu frecvente
mai mari de 16 kHz (peste limita perceputa de urechea umanad). Atunci cand sunt transmise
printr-un lichid, solid sau gaz cu proprietati elastice, undele sonore se deplaseaza cu o viteza
dependenta de lungimea de unda si de tipul de material.

Tn ceea ce priveste aplicatiile, sunt utilizate, in general, doud abordari ale ultrasunetelor.
Ultrasunetele de joasa putere (LPU), la frecvente de peste 100 kHz, reprezinta o tehnica
neinvaziva si pot fi aplicate pentru monitorizarea proceselor alimentare si evaluarea
proprietatilor fizico-chimice ale alimentelor, in timp ce ultrasunetele de inalta putere (HPU), cu
frecvente intre 18-100 kHz, produc efecte fizice, mecanice si chimice si pot oferi informatii
privind stabilitatea pe termen lung a sucurilor de fructe (Dolatowski si colab., 2007) Cel mai
frecvent, domeniul ultrasunetelor de putere este utilizat in extractia compusilor biologic activi
din matrici biologice, cum ar fi extractia polifenolilor din materiale vegetale si deseuri
alimentare. Majoritatea sondelor ultrasonice comerciale sau bailor de curatare functioneaza la
frecvente joase (20—40 kHz) (Dzah si colab., 2020).

10
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n plus, aceastd cercetare evidentiazi posibilitatea inlocuirii tratamentului termic conventional
cu tratamentul cu ultrasunete de finalta putere (HPU), ca instrument potential pentru
dezvoltarea unei tehnologii mai eficiente si mai sustenabile de procesare a sucurilor.

in concordantd cu considerentele mentionate anterior, obiectivul acestui studiu a fost
investigarea impactului pasteurizarii si al tratamentului HPU asupra calitatii sucului de struguri
rosii. In acest scop, continutul de compusi bioactivi, precum compusii fenolici si acidul L-
ascorbic, precum si caracteristicile fizico-chimice si proprietatile microbiologice ale probelor de
suc de struguri pasteurizat au fost comparate cu cele ale probelor de suc supuse tratamentelor
HPU la diferiti parametri, cum ar fi amplitudini de 50% (A50%) si 70% (A70%) pentru durate de
5 5i 10 minute.

Efectele pasteurizarii si ale tratamentelor cu ultrasunete de inalta putere (HPU) asupra calitatii
sucului de struguri rosii sunt discutate Tn functie de compusii bioactivi, precum continutul total
de compusi fenolici (TP), acidul L-ascorbic (L-AsAc) sau continutul de vitamina C, precum si
profilul compusilor polifenolici. De asemenea, au fost investigate modificarile parametrilor
fizico-chimici, cum ar fi pH-ul, continutul total de solide solubile (TSS) si aciditatea titrabila (TA),
precum si calitatea microbiologica, exprimata prin numarul total de germeni (TPC) si numarul
de Enterobacteriaceae (ENT), ca raspuns la tratamentele aplicate.

Toti parametrii mentionati au fost analizati atat pentru sucul de struguri rosii netratat, utilizat
ca proba martor (C), cat si pentru probele de suc supuse pasteurizarii la 80°C timp de 2 minute
(P), respectiv tratamentului cu ultrasunete la amplitudini de 50% si 70% pentru durate de 5 si
10 minute, dupa cum urmeaza: HPU (A50%, 5 min), HPU (A50%, 10 min), HPU (A70%, 5 min) si
HPU (A70%, 10 min). Unii autori au constatat, de asemenea, ca parametrii procesarii cu
ultrasunete, precum amplitudinea si durata, joacd un rol decisiv atat in extractia, cat si in
mentinerea compusilor bioactivi si in determinarea efectelor asupra caracteristicilor de calitate
(Khandpur si colab., 2015).

Pentru a oferi o imagine de ansamblu asupra efectelor induse de pasteurizare si tratamentele
HPU asupra parametrilor investigati, comparativ cu probele de suc de struguri netratate,
rezultatele obtinute in acest studiu au fost analizate prin testul ANOVA unifactorial.

a) Efectul parametrilor de operare ai tratamentelor HPU asupra temperaturii probelor de suc
de struguri

Parametrii de operare utilizati in timpul tratamentelor cu ultrasunete de inalta putere (HPU)
pot influenta temperatura probelor de suc de struguri. Valorile medii ale temperaturii,
madsurate la fiecare 2,5 minute pentru probele de suc tratate ultrasonic, sunt prezentate in
Tabelul 2.1, iar in Figurile 2.1 si 2.2 pot fi observate valorile inregistrate cu ajutorul unei camere
cu infrarosu orientata frontal (FLIR), la finalul tratamentului de sonicare la amplitudini de 50% si
70%.

Tn timpul tratamentului cu ultrasunete, s-a acordat o atentie suplimentard masurarii cildurii
generate n probe ca efect al sonicatiei. Pentru a controla acest aspect si cresterea
corespunzatoare a temperaturii, a fost utilizata o camera de termoviziune, pentru a se asigura
ca temperatura probelor nu depaseste intervalul 60—-66°C. Temperaturile mai mari de 70°C, in
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special, s-au dovedit a conduce la degradarea rapida a polifenolilor, de unde rezulta necesitatea
selectarii unor temperaturi eficiente de extractie care sa asigure stabilitatea compusilor fenolici
(Dzah si colab., 2020, Havlikova si colab., 1985, Mojzer si colab., 2016).

Tabelul 2.1. Modificarile temperaturii probelor de suc ca urmare a parametrilor
tratamentelor cu ultrasunete

Timpul de masurare a T(°C)
temperaturii
(min) HPU( A50%, 5 min) | HPU( A70%, 5 min)
0 18,9+ 0,85 19,7 +0,70
2,5 25,7 £0,90 36,9+1,00
5 36,4+1,20 50,1+0,70
Timpul de masurare a T(°C)
temperaturii
(min) HPU( A50%, 10 min) \ HPU( A70%, 10 min)
0 17,2+0,85 19,9 10,20
2,5 25,8+0,70 34,9+1,00
5 33,8+1,30 51,4 +0,90
10 50,2+1,20 66,0+ 1,10

Rezultatele sunt exprimate ca valoare medie a trei replicari + deviatia standard (SD).

45.8'0C- ; r Max 66,2 OC

21.2 min 23.1
36.4 Average 50.1 .

(a) (b)

Figura 2.1 Temperatura masurata dupa 5 minute de tratament HPU: (a) A50%; (b) A70%.
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Arl Max 64.0 oC

Min 23.24 -
Average 50.2 r

Al Max 855 OC
Min 239;

Average 66.0 ‘ l

(a) (b)
Figura 2.2 Temperatura masurata dupa 10 minute de tratament HPU: (a) A50%; (b) A70%.

S-a observat ca evolutia cresterii temperaturilor medii a fost liniara pentru ambele amplitudini,
de 50% si 70%. Atunci cand a fost aplicata amplitudinea mai mare, respectiv 70%, temperaturile
medii au crescut cu 13,7°C pentru acelasi tratament de sonicare de 5 minute si cu 15,8°C dupa
10 minute.

b) Efectele pasteurizdrii si ale tratamentelor HPU asupra continutului total de compusi
fenolici (TP), acid L-ascorbic (L-AsAc) si profilului compusilor polifenolici

Tn Tabelul 2.2 sunt prezentate valorile continutului total de compusi fenolici (TP) si de acid L-
ascorbic (L-AsAc) pentru probele de suc de struguri rosii dupa pasteurizare si tratamentele HPU.
Aceste rezultate indica scaderi ale continutului de TP, in raport cu proba martor, ca raspuns la
tratamentele de pasteurizare si ultrasunete.

Tabelul 2.2 Efectul pasteurizarii si al tratamentelor HPU asupra continutului total de compusi
fenolici (TP) si acid L-ascorbic (L-AsAc)

Proba de suc de struguri

Parametrii c* P** HPU(A50%, 5 HPU(A70%, 5 HPU(A50%, 10 HPU(A70%, 10
min) min) min) min)
TP 72,86 £ 0,02° 70,64 + 0,08° 50,68 + 0,05°¢ 54,56 + 0,07¢ 50,71 £ 0,09¢ 69,88+0,02¢
(mg GAE/
100 mL)
L-AsAc 454,4 £ 0,112 340,8+0,09° 227,210,04¢ 349,8 + 0,05° 458,4 +0,10° 568+0,08¢
(mg/L)

fn Figura 2.3 sunt ilustrate modificirile continutului de TP din probele de suc ca raspuns la
tratamentele aplicate. Se poate observa ca au existat pierderi ale continutului de TP in probele
de suc de struguri In urma pasteurizarii, comparativ cu tratamentul cu ultrasunete. Astfel,
Figura 2.3a evidentiaza pierderile de TP induse de pasteurizare si tratamentele HPU in raport cu
proba martor, in timp ce Figura 2.3b prezinta pierderile in probele supuse tratamentului HPU
comparativ cu proba pasteurizata.
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Un prim aspect observabil din datele din Figura 2.3a este ca pasteurizarea a determinat cele
mai mici scaderi ale continutului de TP comparativ cu proba martor (3,05%), in timp ce
tratamentele HPU (A50%, 5 min; A70%, 5 min si A50%, 10 min) au condus la pierderi in
intervalul 25-30%. Este de remarcat faptul ca tratamentul HPU (A70%, 10 min) are un efect
apropiat de cel obtinut prin pasteurizare in ceea ce priveste pierderile de TP (4,09%).

O analiza mai detaliata a Figurii 2.3b arata ca pierderile de TP induse de tratamentele HPU
(A50%, 5 min; A70%, 5 min si A50%, 10 min) au fost in intervalul de aproximativ 22-28%
comparativ cu proba pasteurizata. Tratamentul HPU (A70%, 10 min) a determinat cele mai mici
pierderi de TP, de aproximativ 1% comparativ cu proba pasteurizata. Prin urmare, alegerea unui
tratament HPU de 10 minute la o amplitudine de 70% poate imbundtati retentia compusilor
fenolici totali in sucul de struguri.

Cu toate acestea, dupa tratamentul HPU (A70%, 10 min) s-a inregistrat o crestere a continutului
de L-AsAc pana la 568 mg/L comparativ cu sucul de struguri netratat. O posibild explicatie ar fi
eliminarea oxigenului dizolvat, esential pentru degradarea acidului ascorbic, Tn timpul
fenomenului de cavitatie produs prin tratamentul de sonicare (Cruz-Cansino si colab., 2015),
ceea ce previne degradarea acestuia.

A:D; A: HPU (A50%, 5 min);
B: HPU (A50%, 5 min); B: HPU (A70%, 5 min);
C: HPU (A70%, 5 min); C: HPU (A50%, 10 min);
D: HPU (A50%, 10 min); D: HPU (A70%, 10 min).

E: HPU (A70%, 10 min).

0 T T T
- _ D
= =
E: < -1.08
_@ § -10 -
= I
g g
= & 20 |
£ 5
S 3 -22.76
-3 -

g E 301 826 2821
< -30.44 -30.4 o

40 - -40 -

treatment treatment

(2 (b)

Figura 2.3 Modificarile continutului total de compusi fenolici (TP) din probele de suc ca raspuns
la tratamentele aplicate: (a) raportate la proba martor (C); (b) raportate la proba pasteurizata

(P).

Figura 2.4 ofera informatii privind modificarile continutului de L-AsAc in probele de suc ca
raspuns la tratamentele aplicate. Se poate observa ca, prin expunerea sucului de struguri la
pasteurizare, comparativ cu tratamentele cu ultrasunete, au fost inregistrate atat scaderi, cat si
cresteri ale continutului de L-AsAc. Efectul pasteurizarii si al tratamentelor HPU asupra
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continutului de L-AsAc, raportat la proba martor, este prezentat in Figura 4a. De asemenea,
modificarile continutului de L-AsAc in probele de suc supuse tratamentelor HPU, comparativ cu
proba pasteurizata, sunt ilustrate in Figura 2.4b.

Datele noastre arata ca pasteurizarea si tratamentele HPU (A50%, 5 min; A70%, 5 min) au
determinat scaderi ale continutului de L-AsAc de 25%, 50% si, respectiv, 23,02% fata de proba
martor. In contrast, aplicarea tratamentelor HPU (A50%, 10 min; A70%, 10 min) a condus la
cresteri ale continutului de L-AsAc de 0,88% si, respectiv, 25% comparativ cu proba martor
(Figura 2.4a). In ceea ce priveste modificirile continutului de L-AsAc induse de tratamentele
HPU in raport cu proba pasteurizata, datele din Figura 2.4b arata ca pierderi au fost observate
doar in cazul tratamentului HPU (A50%, 5 min). Aplicarea celorlalte tratamente HPU (A70%, 5
min; A50%, 10 min; A70%, 10 min) a dus la cresteri ale continutului de L-AsAc comparativ cu
proba pasteurizatd, dupa cum urmeaza: 2,64%, 34,51% si 66,67%. Aceste date evidentiaza
faptul ca tratamentul HPU (A70%, 10 min) a fost cel mai eficient dintre tratamentele investigate
pentru a asigura un continut ridicat de vitamina C in sucul de struguri.

A:P; A: HPU (A50%, 5 min);
B: HPU (A50%, 5 min); B: HPU (A70%, 5 min);
C: HPU (A70%, 5 min); C: HPU (A50%, 10 min);
D: HPU (A50%, 10 min); D: HPU (A70%, 10 min).
E: HPU (A70%, 10 min).

80 - 80 -
66.67

60 60 -

40 40 34.51

20 4

20 A

changes in L-AsAc content (%)
[—)
o
=]

changes in L-AsAc content (%)
9
(=
=

225 -23.02
40 4 401 3333

-60 - h -60 -
treatment treatment

(a) (b)
Figura 2.4 Modificarile continutului de acid L-ascorbic (L-AsAc) din probele de suc ca raspuns la
tratamentele aplicate: (a) raportate la proba martor (C); (b) raportate la proba pasteurizata (P).

Polifenolii joaca un rol important in compozitia strugurilor rosii, deoarece determina aroma si
culoarea sucului (Heinmaa si colab., 2017; Nicolas si colab., 1994) si au numeroase proprietati
benefice pentru sanatatea umana (Heinmaa si colab., 2017; Onakpoya si colab., 2015). Evolutia
compusilor fenolici individuali din sucul de struguri rosii este prezentata in Tabelul 2.3. Dintre
compusii fenolici, cel mai cunoscut este resveratrolul. Cantitati semnificativ mai mari de
resveratrol au fost observate in probele de suc de struguri expuse tratamentului cu ultrasunete,
in special la conditia A70%, 5 min (8,54 mg/L). Resveratrolul nu a fost detectat in proba de suc
supusa pasteurizarii, ceea ce sugereaza ca acest compus a fost distrus in timpul tratamentului
termic. O crestere a continutului de resveratrol in urma procesarii sucului de struguri prin
ultrasunete a fost raportata si de Hasan si colab. (Hasan si colab., 2014). O usoara crestere a
acidului cafeic a fost raportata in sucul de mere limpezit tratat prin omogenizare la presiune
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ultra-inaltd, o tehnica non-termica (Sudrez-Jacobo si colab., 2011), precum si intr-un studiu
privind tratamentul sucului de mere cu ultrasunete la amplitudine de 70% si frecventa de 25
kHz (Abid si colab., 2014). Se observa, de asemenea, o crestere a continutului de acid galic de la
2,15 mg/L in proba martor la 2,16 mg/L in probele pasteurizate si la 31,3 mg/L in proba de suc
supusa tratamentului HPU (A70%, 5 min). Cele mai ridicate niveluri de acid protocatechuic (5,13
mg/L), epicatechind (76,80 mg/L), acid p-cumaric (1,20 mg/L), rutina (63,31 mg/L), acid
rosmarinic (25,93 mg/L), quercetina (5,62 mg/L) si kaempferol (4,59 mg/L) au fost, de
asemenea, detectate in probele de suc tratate cu HPU (A70%, 5 min). Compusii fenolici pot fi
prezenti fie in forma solubild Tn vacuole, fie legati de alti constituenti precum celuloza,
hemiceluloza, pectina si urmele de lignina din peretele celular (Cruz-Cansino si colab., 2015).
Cresterea continutului de polifenoli in probele de suc sonicat poate fi atribuitd eficientei mai
mari de extractie a ultrasunetelor, care determina distrugerea peretilor celulari si eliberarea
compusilor polifenolici legati (Abid si colab., 2013, , Kataoka, 2010). De asemenea, tratamentul
cu ultrasunete poate favoriza eliberarea compusilor fenolici din peretii celulari, datorita
colapsului generat prin procesul de cavitatie Tn jurul particulelor coloidale prezente in suc (Cruz-
Cansino si colab., 2015).

Antocianinele, cei mai relevanti compusi polifenolici din strugurii rosii, cu structuri glicozidice
de tip flavonoidic, prezinta un comportament similar in conditii de incalzire, iar degradarea lor
depinde de temperatura si pH (Adams, 1973). La pH = 1, toate legaturile glicozidice sunt
susceptibile la hidroliza, in timp ce la valori ale pH-ului cuprinse intre 2—4, specifice sucului de
struguri, legatura aglicon—zahar este cea mai instabila dintre legaturile glicozidice (Adams,
1973). Aceasta inseamnad ca, in conditiile noastre de lucru, antocianinele sunt mai putin
susceptibile la degradare comparativ cu flavonoidele, ceea ce ar putea justifica tendinta de
crestere a continutului total de polifenoli in raport cu compusii polifenolici individuali analizati.
n plus, cresterea continutului total de polifenoli poate fi atribuit3 si acizilor hidroxicinamici, al
caror continut poate creste odata cu amplitudinea, respectiv cu temperatura.

Conform rezultatelor raportate, se poate observa ca atat timpul de procesare cu ultrasunete,
cat si amplitudinea sunt factori influenti in conservarea continutului de principii active. Datele
noastre aratd ca tratamentul HPU cu amplitudine de 70% timp de 10 minute a condus la o
crestere a continutului de TP si L-AsAc comparativ cu 5 minute, in timp ce tratamentul HPU
(A70%, 5 min) ar putea favoriza cresterea nivelurilor unor flavonoide precum rutin, quercetina,
epicatechina si kaempferol, precum si a resveratrolului, un compus natural stilben intalnit in
sucul de struguri. In acelasi timp, unii acizi hidroxicinamici, precum acidul ferulic si acidul cafeic,
se regasesc in concentratii mai ridicate dupa expunerea sucului de struguri la tratamentul HPU
(A70%, 10 min).

Tabelul 2.3 Efectul pasteurizarii si al tratamentelor HPU asupra profilului compusilor polifenolici
din probele de suc de struguri.

Proba de suc de struguri

Compusi c* p** HPU(A50%, 5 HPU(A70%, 5 HPU(A50%, 10 HPU(A70%, 10
polifenolici min) min) min) min)
(mg/L)
Acid galic 2,15 +£0,03° 2,16 £ 0,057 15,23 £ 0,04° 31,30+ 0,07¢ 12,82 +0,09° 19,49+0,09°¢
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Acid
protocatechuic

Acid cafeic
Epicatechina
Acid p-cumaric
Acid ferulic

Rutin
Acid rosmarinic

Resveratrol

Quercetina

Kaempferol

n.d

0,93 +0,21°
3,70+0,16°
0,28 +0,03°
0,27 +0,01°

2,09 £0,11°
n.d

0,21 +0.12°
0,38 +0,07°

0,83 +0,05°

2,08+0,35°

2,62+0,37°

10,70+ 0,33°
0,1+0,17°

0,32 +0,03?

2,51 +0,6°
n.d

n.d

n.d

0,92 +0,06°

n.d

1,30 +0,52°
5,45 +0,15°
0,04 £ 0,042
n.d
9,6 +0,1°
1,19 + 0,06?
0,65+ 0,132

n.d

n.d

5,13 +0,05°

14,31 + 0,062°
76,80 + 0,07%°
1,20 + 0,042
n.d
63,31 +0,02°
25,93 +0,21°
8,54 +0,14°

5,62 +0,02°

4,59 +0,12°

0,79 +0,44°¢

4,41 + 0,08
n.d
1,13 £ 0,052
n.d
n.d
0,39 + 0,082
0,80 + 0,06%°

0,31 +0,08?

n.d

n.d

23,27+0,04%
35,31+0,54%
n.d
0,81+0,12°
39,02 +0,12b
4,31+ 0,05P
2,48 £ 0,04°

0,71 +0,032°

n.d

* Probd martor; ** Proba de suc pasteurizat; n.d. — nedetectat. Testul ANOVA unifactorial a fost utilizat pentru

compararea diferentelor dintre mediile tratamentelor; superscriptele diferite din acelasi rand indica diferente

semnificative intre tratamente (testul Tukey, p < 0,05). Rezultatele sunt exprimate ca valoarea medie a trei

replicari + deviatia standard (SD).

c) Efectele pasteurizdrii si ale tratamentelor HPU asupra pH-ului, solidelor solubile totale
(TSS) si aciditdtii titrabile (TA)
Parametrii fizico-chimici precum pH-ul, continutul total de solide solubile (TSS) si aciditatea

titrabila (TA) ai sucului de struguri netratat si pasteurizat, precum si ai sucului de struguri tratat

timp de 5 si 10 minute cu diferite amplitudini ale ultrasunetelor (A50% si A70%), sunt prezentati

in Tabelul 2.4.

Tabelul 2.4. Efectele tratamentelor cu ultrasunete si ale pasteurizarii asupra pH-ului,

continutului total de solide solubile (TSS) si aciditatii titrabile (TA)

Proba de suc de struguri

Parametrii c* p** HPU(A50%, 5 HPU(A70%,5 HPU(A50%,10 HPU(A70%, 10
min) min) min) min)
pH 3,62+0,01* 3,59+0,01° 3,52 +0,01° 3,51 +0,01° 3,50+ 0,01¢ 3,50 +0,01¢
TSS (°Brix) 30,18 £0,13* 30,73+0,09° 26,47 £0,09*  27,73+0,09® 27,13 £0,05%*  29,67+0,09%
TA (g acid 3,75+0,07°  4,23+0,08° 3,79 £ 0,03° 3,97 +0,12°¢ 3,94+ 0,16% 4,18 + 0,11
tartric/L)

*Proba martor; **Proba de suc pasteurizat. Testul ANOVA unifactorial a fost utilizat pentru compararea

diferentelor dintre medii intre tratamente; literele superscrise diferite din acelasi rand indica diferente

semnificative intre tratamente (testul Tukey, p < 0,05). Rezultatele sunt exprimate ca valoarea medie a trei replici +
deviatia standard (SD).
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Rezultatele sugereaza ca tratamentul HPU determina modificari ale probelor, deoarece pH-ul a
scazut odata cu cresterea amplitudinii si a timpului de tratament. Totusi, valoarea pH-ului in
randul probelor sonicate a fost influentata semnificativ de timpul de tratament (p < 0,001) si nu
a fost influentata de nivelul amplitudinii (p > 0,05). De asemenea, valorile pH-ului inregistrate
pentru toate probele de suc supuse tratamentelor HPU au fost semnificativ diferite fata de cele
inregistrate pentru probele C (martor) si P (pasteurizate) (p < 0,001).

Continutul de solide solubile totale (TSS) al probelor tratate cu diferite amplitudini si durate de
tratament indicd o sciddere comparativ cu sucul pasteurizat. In cazul probelor sonicate,
rezultatele au sugerat ca TSS a crescut odata cu amplitudinea si timpul, valoarea probei
sonicate la amplitudine de 70% timp de 10 minute fiind cu 1,71% mai mica decat cea a sucului
pasteurizat. Desi tratamentul HPU a determinat modificari usoare ale probelor, statistic,
continutul de TSS in randul probelor sonicate a fost influentat semnificativ de nivelul
amplitudinii (p < 0,001) si nu de timpul de tratament (p > 0,05). De asemenea, toate probele
HPU au fost semnificativ diferite fata de proba P (p < 0,001).

O valoare mai ridicat3 a aciditatii titrabile (TA) a fost observatd pentru probele pasteurizate. in
cazul probelor sonicate, rezultatele au indicat ca TA a crescut odata cu amplitudinea si timpul,
valoarea probei sonicate la o amplitudine de 70% timp de 10 minute fiind cu 1,18% mai mica
decat valoarea inregistrata pentru sucul pasteurizat. TA in randul probelor sonicate a fost
influentatd semnificativ atat de nivelul amplitudinii, cat si de timpul de tratament (p < 0,05).
Dupa cum s-a mentionat anterior, din date reiese clar ca diferitele combinatii de frecventa
ultrasonica si timp de expunere au efecte usoare asupra pH-ului, TSS si TA ale sucului de
struguri. Zaharurile sunt principalii constituenti ai sucurilor de fructe, reprezentand un atribut
important de calitate si influentdnd acceptarea sau respingerea unui produs de catre
consumatori.

Tn ceea ce priveste aciditatea titrabild (TA), rezultatele noastre nu sunt similare cu cele
observate de alti autori Tn must de struguri (Lieu si colab., 2010), suc de mere-morcov (Gao si
colab., 2012) si struguri (Palma si colab., 2002), ceea ce sugereaza ca tratamentul cu
ultrasunete a crescut extractia acidului tartric. Aceasta diferenta poate fi atribuita faptului ca in
studiul nostru s-a utilizat ultrasunete de Tnalta putere la o frecventa fixa de 20 kHz.

d) Calitatea microbiologicd

Aplicarea tratamentelor de sonicare a fost recunoscuta ca o tehnologie inovatoare potentiala
care poate indeplini cerintele Food and Drug Administration (FDA) privind obtinerea unei
reduceri de 5 log a microorganismelor contaminante (sau patogene) asociate sucurilor de fructe
(Bhat si colab., 2016; Salleh-Mack si colab., 2007). Calitatea microbiologica a probelor de suc de
struguri a fost evaluata pe baza a doi indicatori, si anume numarul total de germeni (TPC) si
numarul de Enterobacteriaceae (ENT).

Tn Tabelul 2.5 se poate observa o reducere a incirciturii microbiene dupd pasteurizare si
tratamentele cu ultrasunete aplicate sucului de struguri rosii. Proba martor a prezentat valori
de 4,53 log UFC/mL pentru TPC si 1,51 log UFC/mL pentru ENT. Microorganismele au fost
reduse atat in proba de suc pasteurizat (TPC 2,53 log UFC/mL si ENT 0,73 log UFC/mL), cat si in
toate probele supuse tratamentelor HPU. TPC si ENT in probele sonicate au fost influentate
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semnificativ de timpul de tratament si de nivelul amplitudinii (p < 0,001). Datele din Tabelul 5
arata ca atat TPC, cat si ENT au scazut fata de proba martor odata cu cresterea amplitudinii de
la 50% la 70%, precum si odata cu cresterea timpului de sonicare de la 5 la 10 minute. Cele mai
scazute valori ale incarcaturii bacteriene (TPC: 1,13 log UFC/mL si ENT: 0,53 log UFC/mL) au fost
inregistrate dupd aplicarea tratamentului HPU (A70%, 10 min). Rezultate similare au fost
raportate si de alti autori (Bhat si colab., 2011; Bhat si colab., 2016; Zafra-Rojas si colab., 2013),
aratand cad fincarcatura microbiand scade odatd cu cresterea timpului de procesare cu
ultrasunete. Acest lucru sugereaza ca celulele microbiene pot prezenta rezistentd la
tratamentul de sonicare, iar distrugerea lor are loc mai eficient doar atunci cand durata
tratamentului este prelungita. Distrugerea celularda poate fi cauzata de mai multi factori,
precum mecanisme fizice si chimice combinate care apar in timpul cavitatiei (indusa de
variatiile de presiune), formarea de radicali liberi si peroxid de hidrogen (Zafra-Rojas si colab.,
2013; Oyane si colab., 2009), ceea ce duce la subtierea membranelor celulare microbiene,
precum si la incalzirea localizata moderata ce apare in timpul tratamentului ultrasonic (Bhat si
colab., 2016; Oyane si colab., 2009).

Tabelul 2.5. Impactul tratamentelor de pasteurizare si HPU asupra numarului total de
germeni aerobi mezofili (TPC) si asupra numarului de Enterobacteriaceae (ENT) din sucul de
struguri

Proba de suc de struguri

Parametrii c* p** HPU(A50%, 5 HPU(A70%,5 HPU(A50%,10 HPU(A70%, 10
min) min) min) min)
TPC (log 4,53 +0,01° 2,53 £0,07° 2,18 + 0,03 1,42 +0,02¢¢ 1,63 +0,02¢ 1,13 £ 0,04¢
UFC/mL)

ENT (log  1,51+0,01* 0,73 £0,04% 1,45 + 0,05% 0,69 +0,03%° 1,27 + 0,022 0,53 + 0,07
UFC/mL)

*Proba martor; ** proba de suc pasteurizat. Testul ANOVA unifactorial a fost utilizat pentru compararea
diferentelor dintre medii intre tratamente; literele superscrise diferite din acelasi rand indica diferente
semnificative intre tratamente (testul Tukey, p < 0,05). Rezultatele sunt exprimate ca valoarea medie a trei replici +
deviatia standard (SD).

e) Prepararea sucului de struguri

Strugurii rosii proaspeti (Merlot, proveniti de la Statiunea de Cercetare-Dezvoltare pentru
Viticultura si Vinificatie Pietroasa, judetul Buzdau, Romania) au fost separati de ciorchini si
zdrobiti cu ajutorul unui zdrobitor-dezbrobonitor (Enoventa Technologies Enologiche, Piazzola
sul Brenta, Italia), urmati de procesul de presare cu o presa hidraulica (L.U.C.M.E.
Elettromeccanica, Verona, Italia). Au fost utilizate doar fructe fara deteriorari externe. Extractia
sucului si filtrarea au fost realizate intr-o camera frigorifica la o temperatura de 10 + 1°C. Sucul
de struguri rosii obtinut a fost ulterior supus tratamentelor de pasteurizare si HPU. Ca proba
martor a fost utilizat sucul de struguri rosii Tnainte de aplicarea oricarui tratament.

Probele martor, precum si probele pasteurizate si cele tratate cu ultrasunete au fost pastrate in
recipiente sterilizate, etanse (sticle) si depozitate la 4°C pana la analizele ulterioare. Toate
prepardrile si tratamentele probelor au fost realizate in triplicat (Bhat si colab., 2016).
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f) Procesul de pasteurizare

Pasteurizarea probelor de suc de struguri a fost realizata pe o plita cu agitator magnetic (IKA
RTC Basic, lka-Werke GmbH & Co. KG, Janke & Kunkel, Staufen, Germania), unde probele (150
mL) au fost plasate in recipiente din sticla acoperite cu folie de aluminiu si incalzite in baie de
apa la temperatura de 80°C timp de 2 minute. Aceasta temperaturd a fost aleasa pe baza
rezultatelor raportate anterior (Jambrak si colab., 2017).

g) Echipamentul cu ultrasunete si procesarea

Tratamentele cu ultrasunete au fost realizate utilizand un procesor ultrasonic de 750 W pentru
aplicatii de volum mic si mediu (VCX 750, Sonics & Materials, Inc., Newtown, CT, SUA), echipat
cu o sonda de 1/2” (13 mm) care opereaza la o frecventad constanta de 20 kHz. O proba de 150
mL a fost plasata intr-un pahar de sticld, iar sonda ultrasonica a fost fixata la o adancime de 45
mm in proba. Amplitudinea a fost setata la 50% (A50%) si 70% (A70%), iar pentru fiecare dintre
aceste amplitudini probele de suc au fost expuse la ultrasunete timp de 5 si 10 minute.

h) pH, solide solubile totale (TSS) si aciditate titrabild (TA)

pH-ul a fost masurat prin metoda electrochimica (Webster, 2003), utilizdnd un potentiometru
(Consort C1010, Consort, Turnhout, Belgia). Aciditatea titrabila (TA) si solidele solubile totale
(TSS) ale probelor de suc de struguri rosii au fost determinate conform metodelor de referinta
OlV. Solidele solubile totale (°Brix) au fost masurate cu un refractometru ABBE (ORT 1RS, KERN
& SOHN GmbH, Balingen, Germania). Testele de aciditate titrabila au fost efectuate pe alicote
de 50 mL proba, 30 mL apa distilata fiarta si 1 mL solutie de albastru de bromtimol, plasate intr-
un pahar de 250 mL si titrate cu solutie standardizata de NaOH 0,1 mol/L (Sigma-Aldrich,
Dublin, Irlanda), pana la obtinerea aceleiasi culori ca in testul preliminar (determinarea
punctului final). Rezultatele au fost exprimate in g acid tartric/L de suc.

i) Continutul de acid L-ascorbic (L-AsAc)

Determinarea acidului L-ascorbic (L-AsAc) sau a vitaminei C din probele de suc de struguri
investigate a fost realizata prin metoda titrimetrica cu 2,6-diclorofenolindofenol (AOAC, 2000).
Tn acest scop, 10 mL din fiecare prob au fost diluati cu 10 mL de acid oxalic 2% (Sigma-Aldrich),
apoi amestecul a fost filtrat prin hartie de filtru Whatman, iar extractul clar obtinut a fost
utilizat pentru analiza. Ulterior, s-au prelevat 10 mL din extractul clar si s-a adaugat 1 mL acid
clorhidric 1N (ReAgent Chemicals, Runcorn, Marea Britanie). Amestecul obtinut a fost titrat cu
solutie de 2,6-diclorofenolindofenol sodic (Sigma-Aldrich). A fost efectuata si titrarea unei
probe martor. Rezultatele au fost exprimate in mg/L de suc.

j) Determinarea continutului total de compusi fenolici (TP) si a profilului compusilor
polifenolici

Continutul total de compusi fenolici a fost determinat prin testul Folin-Ciocalteu (Singleton si
colab., 1999). In acest scop, 0,5 mL de probd au fost tratati cu 1,25 mL reactiv Folin-Ciocalteu
(Merck, Darmstadt, Germania), diluat 1:10 cu apa. Proba a fost incubata timp de 5 minute la

20



Teza de abilitare Prof.dr. ing. Vasile PADUREANU

temperatura camerei, dupd care s-a addaugat 1 mL Na,CO; 60 g/L. Dupa 30 de minute de
incubare la 50°C, absorbtia probelor a fost masurata la 750 nm utilizand un spectrofotometru
UV-VIS (Specord 205, Analytic Jena, Jena, Germania). Curba de calibrare a fost realizata
utilizand acid galic ca standard, in intervalul de concentratii 5-250 pug/mL. Rezultatele au fost
exprimate in mg echivalenti acid galic (GAE)/100 mL de suc.

Profilul compusilor polifenolici a fost determinat prin cromatografie lichida de Tinalta
performanta cuplata cu spectrometrie de masa (LC-MS), conform metodei descrise de Abdel-
Hameed et al. (Abdel-Hameed si colab., 2013).

k) Analiza microbiologicd

Numarul total de germeni (TPC) si numarul de Enterobacteriaceae (ENT) au fost determinate
pentru evaluarea calitatii microbiologice a probelor. Analizele au fost realizate in triplicat
conform metodologiei stabilite de American Public Health Association. Probele au fost colectate
aseptic intr-un recipient steril, imediat dupa procesare. Pentru pregatirea probelor, s-a realizat
omogenizarea pentru asigurarea distributiei uniforme a microorganismelor, urmata de cinci
dilutii succesive (107°), utilizdnd apa distilata sterila ca lichid de dilutie. Determinarea TPC s-a
realizat conform SR EN ISO 4833 utilizand mediul Plate Count Agar (PCA), iar detectarea
Enterobacteriaceae conform I1SO 21528-1,2 utilizand mediul VRBG (agar cu violet rosu biliar
glucoza). Mediul PCA permite cresterea germenilor aerobi, in timp ce mediile selective inhiba
dezvoltarea altor microorganisme, precum drojdii si mucegaiuri. Dupa fnsamantarea a doua
placi Petri pentru fiecare dilutie seriald, acestea au fost incubate pentru perioade diferite: 72
ore pentru TPC la 30°C si 37°C, respectiv 24 ore pentru Enterobacteriaceae la 37°C (Lupu si
colab., 2018) Rezultatele au fost exprimate in log unitati formatoare de colonii per mililitru de
suc (log UFC/mL).

1) Analiza datelor
Toate valorile au fost obtinute din trei experimente independente, iar fiecare proba de suc de
struguri rosii a fost analizata in triplicat. Rezultatele sunt prezentate ca valori medii + deviatia
standard (SD) a celor trei replicari. Testul de analizd a variantei (ANOVA) unifactorial a fost
utilizat pentru analiza datelor si pentru evaluarea diferentelor dintre mediile obtinute in urma
tratamentelor aplicate. Diferentele au fost comparate prin testul Tukey, cu un nivel de
semnificatie de p < 0,05. Analiza statistica a datelor a fost realizata utilizand software-ul JASP
(versiunea 0.11.1, 2019) (JASP Team, Universitatea din Amsterdam, Amsterdam, Tarile de Jos).
Ca si concluzii, rezultatele obtinute aratd cd, Tn comparatie cu pasteurizarea,
tratamentul HPU a imbunatatit semnificativ continutul de compusi polifenolici individuali si
continutul de L-AsAc, fara a avea un efect semnificativ asupra pH-ului, aciditatii titrabile (TA) si
solidelor solubile totale (TSS). De asemenea, tratamentul HPU a determinat reduceri
importante ale Tncarcaturii microbiene, fara a afecta compusii bioactivi investigati si parametrii
fizico-chimici ai probelor de suc de struguri, in comparatie cu pasteurizarea. Rezultatele analizei
TPC si ENT ale probelor sonicate au fost influentate semnificativ de timpul de tratament si
nivelul amplitudinii. Calitatea sucului de struguri rosii este influentata de alegerea parametrilor
adecvati ai tratamentului ultrasonic. Tratamentele cu ultrasunete la amplitudinea de 70% au
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fost mai eficiente decat cele la A50% in ceea ce priveste toti parametrii analizati. In ceea ce
priveste timpul de procesare, rezultatele noastre arata ca, desi tratamentul HPU (A70%, 5 min)
este recomandat pentru cresterea nivelului de flavonoide precum rutind, querceting,
epicatechind, kaempferol, precum si resveratrol, tratamentul HPU (A70%, 10 min) a fost cel mai
eficient pentru reducerea incarcaturii microbiene si obtinerea celui mai ridicat continut de L-
AsAc si TP, impreuna cu un nivel crescut de acizi hidroxicinamici precum acidul ferulic si acidul
cafeic. Datele raportate in acest studiu sugereaza ca tratamentul HPU ar putea fi utilizat ca o
tehnica emergenta alternativa pentru inlocuirea cu succes a pasteurizdrii in vederea
imbunatatirii calitatii sucului de struguri rosii. Totusi, sunt necesare studii suplimentare pentru
stabilirea celor mai adecvati parametri de operare ai tratamentului HPU, astfel incat acestia sa
fie In concordanta cu cerintele nationale si internationale privind incarcatura microbiana si
prelungirea duratei de valabilitate a sucului de struguri.

1.2.1.1.2 Optimization of A Procedure to Improve the Extraction Rate of Biologically Active
Compounds in Red Grape Must Using High-Power Ultrasound, 2023, Sustainability, 15 (8),
6697. https://www.mdpi.com/2071-1050/15/8/6697

Pentru a satisface preferintele senzoriale variate ale consumatorilor, este esentiala capacitatea
de a produce mai multe tipuri de vin rosu, iar producatorii de vin isi adapteaza in mod continuu
tehnicile de vinificatie in acest scop. in producerea vinurilor rosii de Tnalt3 calitate, extractia
compusilor din struguri, proces care poate fi realizat prin diverse metode, reprezinta obiectivul
principal (Ntuli si colab., 2023).

Tn prezent, se urméireste implementarea tuturor tehnologiilor menite si faciliteze extractia
culorii si a compusilor aromatici pe parcursul procesului de vinificatie. Prin aplicarea tehnologiei
ultrasonice, se exploreaza potentialul extractiei continue a substantelor cu valoare calitativa din
exocarp, utilizand fenomenele generate de propagarea ultrasunetelor intr-un mediu solid—
lichid, precum mustul de struguri (Chemat si colab., 2017).

Obiectivul acestui studiu a fost investigarea randamentului de extractie al compusilor biologic
activi din struguri zdrobiti, ca rezultat al unui tratament ultrasonic aplicat in etapele initiale ale
procesului de vinificatie, inainte de macerare. in plus, scopul a fost identificarea parametrilor de
proces optimizati in functie de amplitudine (A) % si timpul de tratament (t), la scard de
laborator, precum si dezvoltarea unei proceduri care sa imbunatateasca atat rata de extractie a
compusilor bioactivi din struguri, cat si proprietitile antioxidante ale mustului de struguri. in
acest sens, au fost evaluati initial fitochimicalii cu valoare ridicata, precum compusii fenolici
totali (TPC), care sunt in general asociati cu proprietatile organoleptice ale vinurilor finite si cu
stabilitatea acestora. De asemenea, au fost cuantificate antocianinele monomerice (MA),
responsabile pentru culoarea rosie a vinurilor rosii. in plus, a fost evaluatd activitatea
antioxidanta; dintre toate functiile biologice posibile ale compusilor din Vitis vinifera, atat
capacitatea antioxidanta de reducere a fierului (FRAP), cat si activitatea de neutralizare a
radicalilor liberi 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) sunt probabil cele mai relevante in raport cu
sanatatea umana.
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a) Proiectarea optimizdrii
Designul experimental a fost realizat cu ajutorul software-ului Design Expert® versiunea 13
(Stat-Ease Inc., Minneapolis, MN, SUA, 2022), pentru a optimiza numarul experimentelor si
conditiile de operare.
Pe baza rezultatelor experimentului cu factor unic, a fost conceput un design de optimizare.
Pentru aceste experimente, a fost utilizata Metodologia Suprafetei de Raspuns (RSM) in cadrul
unui model de tip design compozit central (Central Composite Design — CCD). Cei doi factori ale
caror efecte au fost studiate sunt amplitudinea (A) % si timpul de tratament (t).
Avand in vedere factorii mentionati anterior, nivelurile variabilelor independente, precum
amplitudinea procentuald (A) si timpul de sonicare (t), au fost stabilite la 50%, 70% si 90%
pentru timpi de tratament de 3, 4 si 5 minute (Tabelul 2.6). Variabilele dependente au fost TPC,
MA si activitatea antioxidanta, exprimata prin testele FRAP si DPPH.

Tabelul 2.6 Conditiile de tratament pentru extractia ultrasonica

Variabile independente

Diametrul sondei Frecventa Amplitudine Timp Tratament Variabile
(mm) (kHz) (A)% (t) min dependente
20 20 50 3 TPC
70 4 MA
90 5 FRAP
DPPH

b) Prepararea probelor

Pentru testele de laborator, probele de struguri colectate aleatoriu (100 g) au fost
desciorchinate, zdrobite manual si apoi tratate cu ajutorul unui dispozitiv ultrasonic de tip
sonda. Proba de control (C), care nu a fost supusa tratamentului ultrasonic, a fost evaluata
separat. Probele au fost tratate intr-un pahar de sticla Pyrex de 100 mL, prevazut cu o manta de
racire cu apa in contracurent. Apa utilizata pentru racire a fost mentinuta la o temperatura
constanta de 19 °C. Pozitionarea amplificatorului acustic in recipient a fost standardizata la o
distanta de 20 mm fata de fundul acestuia. La finalul tratamentului ultrasonic, probele au fost
filtrate in vid (Nalgene Rapid-Flow Filter Units, membrana PES de 0,45 um). Filtratul a fost
colectat intr-un flacon si pastrat la frigider, la 4 °C, pentru analize ulterioare. Toate
experimentele de extractie au fost realizate in acest mod.

¢) Determinarea continutului total de polifenoli si a antocianinelor
Continutul total de polifenoli (TPC) a fost determinat prin metoda spectrofotometrica Folin—
Ciocalteu, utilizand acidul galic ca standard de referinta si exprimand rezultatele in micrograme
echivalenti acid galic per mililitru (ug GAE/mL) (Singleton si colab., 1999). O proba de 0,5 mL a
fost tratata cu 1,25 mL reactiv Folin—Ciocalteu (Merck, Darmstadt, Germania), diluat anterior
1:10 (v/v) cu apa distilatd. Dupa o incubare de 5 minute la temperatura camerei, s-a adaugat 1
mL solutie Na,COs 60 g/L. Absorbanta probelor a fost determinata la 750 nm cu ajutorul unui
spectrofotometru UV-VIS (Specord 205, Analytik Jena Inc., Jena, Germania), dupa 30 de minute
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de incubare la temperatura de 50°C. Curba de calibrare a fost stabilita utilizand acidul galic ca
standard, la concentratii cuprinse intre 5 si 250 ug GAE/mL.

Antocianinele monomerice (MA) au fost determinate prin metoda diferentiald de pH (Lee si
colab., 2005).

d) Activitatea antioxidanta
Activitatea antioxidanta a probelor investigate a fost evaluata prin testele FRAP si DPPH.

e Testul FRAP
Protocolul testului FRAP a fost bazat pe metoda descrisa de Benzie si Strain (Benzie si colab.,
1996). In acest scop, au fost utilizate solutii stoc de tampon acetat 300 mM (pH = 3,6), solutie
TPTZ (2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazind) 10 mM in HCI 40 mM si solutie FeCl; x 6H,0 20 mM. Solutia
de lucru a fost preparata prin amestecarea a 100 mL tampon acetat, 10 mL solutie TPTZ si 10
mL solutie FeCls x 6H,0, fiind ulterior incalzita la 37°C inainte de utilizare.
Tnainte de analiz§, probele de vin au fost diluate 1:50 (v/v) cu apa distilatd, apoi 0,5 mL din
probele diluate au fost ldsate sa reactioneze cu 2,5 mL solutie de lucru timp de 30 minute la 37
°C. Absorbanta amestecului a fost mdsurata la 593 nm fata de un martor preparat in aceleasi
conditii. Rezultatele au fost exprimate in umol echivalenti Fe?* per mililitru de must de struguri
(umol Fe?*/mL).

e Testul DPPH
Activitatea de neutralizare a radicalului liber 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) a probelor a fost
determinata conform procedurii descrise de Kalita et al. [33], cu modificari minore.
Activitatea de neutralizare a DPPH (%) a fost calculata conform Ecuatiei (2.3):

ACt|V|tate de neutl‘ahzal’e DPPH (%) = [( Amartor_ Aproba)/Amartor] XlOO (2.3)

e) Continutul de solide solubile totale si aciditatea
Solidele solubile totale (TSS, °Brix) si aciditatea titrabila (TA, g/L acid tartric) au fost determinate
conform procedurii standard din Regulamentul Consiliului CEE 2676/90 (Commission
Regulation, 1990).

f) Analiza statistica

Toate masuratorile au fost efectuate in triplicat, iar rezultatele sunt prezentate sub forma de
medie *+ deviatie standard (SD). Pentru analiza statisticd a fost utilizat software-ul Design
Expert® versiunea 13 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, SUA, 2022). Diferentele semnificative intre
probe au fost evaluate prin analiza de varianta unifactoriald (one-way ANOVA), cu analiza post-
hoc utilizdnd testul Tukey HSD.

Coeficientul de corelatie Pearson dintre continutul total de compusi fenolici, antocianinele
monomerice si activitatea antioxidanta a fost calculat utilizand software-ul JASP, versiunea
0.17.1 (JASP Team, Amsterdam, Tarile de Jos, 2023).

g) Rezultate
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Efectele unui pretratament ultrasonic pentru imbunatatirea ratei de extractie a polifenolilor si,
ulterior, pentru cresterea activitatii antioxidante a mai multor probe, fiecare in trei repetitii,
toate provenind din struguri rosii din soiul Merlot, recolta 2019, au fost analizate in conditii de
laborator. Designul experimental a prevazut tratarea randomizatda a 13 probe, fiecare in 3
repetitii, cu 5 puncte centrale, asa cum este prezentat in Tabelul 2.7.

Tabelul 2.7 Designul modelului experimental compozit central si rezultatele

Factori Rezultate
Ordine Ordine de A B TPC MA FRAP DPPH
standard executie (%)  (min) (ng GAE/mL) (mg CGE/L) (nmol Fe?*/mL) Activitate de
captare a
radicalilor (%)
2 1 90 3 1396,06 + 5,23 223,46 £ 2,32 41,78 £ 2,25 74,5+0,2
9 2 70 4 947,92 £3,79 167,05+1,46 27,52 +1,21 73,3+0,6
1 3 50 3 124,5+1,01 20,67 £ 0,72 15,02 £+ 0,83 66,8+0,5
6 4 90 4 1177,85 + 4,87 214,97 £ 2,36 42,96 £1,98 75,910,6
11 5 70 4 948,05 4,56 169,7 £1,55 28,85 +1,09 73,2+0,3
5 6 50 4 136,4 +1,08 25,49 +0,65 16,09 +0,78 68,2+0,2
7 7 70 3 482,31 +3,82 108,37 1,02 27,17 £ 0,94 72,1+£0,5
4 8 90 5 1172,1+£3,75 176,29 2,45 48,32 £ 2,23 77,2 £1,0
12 9 70 4 949,23 £ 3,98 166,6 1,47 28,02+0,74 73,2+0,9
10 10 70 4 951,19 + 4,56 168,15+ 1,62 29,15+1,16 73,3+0,8
3 11 50 5 148,3+2,04 26,22 +1,23 18,68 £ 0,43 71,1+0,6
13 12 70 4 950,24 £4,21 167,24 +1,74 27,97 £0,54 73,4105
8 13 70 5 1126,11+£2,01 137,74 £ 1,03 29,97 £0,81 73,5+0,7

Variabile independente (A: amplitudine; B: timp); continut total de polifenoli (TPC); continut de antociani
monomeri (MA); activitate antioxidantd: FRAP si DPPH. Rezultatele sunt exprimate ca valoare medie a celor trei
replicari + deviatia standard (SD).

Tn ceea ce priveste continutul de compusi bioactivi, precum TPC si MA, precum si activitatea
antioxidanta determinata prin testele FRAP si DPPH, au fost investigate efectele tratamentului
ultrasonic de mare putere asupra cineticii de extractie. Toti parametrii mentionati au fost
analizati atat in mustul de struguri rosii netratat, utilizat ca proba de control (C), cat si in
probele supuse tratamentului ultrasonic la amplitudini de 50%, 70% si 90% pentru durate de 3,
4 si 5 minute, dupd cum urmeaza: SM50/3 (A: 50%, t: 3 min), SM50/4 (A: 50%; t: 4 min),
SM50/5 (A: 50%; t: 5 min), SM70/3 (A: 70%; t: 3 min), SM70/4 (A: 70%; t: 4 min), SM70/5 (A:
70%; t: 5 min), SM90/3 (A: 90%; t: 3 min), SM90/4 (A: 90%; t: 4 min) si SM90/5 (A: 90%; t: 5
min).

Pentru a monitoriza cresterea corespunzdtoare a temperaturii, temperatura probelor supuse
sonicatiei a fost masurata la intervale de 1 minut, utilizand o camera de termoviziune. Valoarea
medie a probei netratate (C), precum si valorile medii inregistrate cu ajutorul unei camere
infrarosu orientate frontal (FLIR) pentru fiecare proba, la finalul tratamentului ultrasonic, sunt
ilustrate in Figura 2.5.
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Figura 2.5 Modificarile temperaturii probelor tratate cu ultrasunete (US) comparativ cu proba
martor (C).

O crestere a temperaturii probelor in urma tratamentului ultrasonic a fost evidenta comparativ
cu proba de referinta (C, 20 °C), fiind corelata cu intensitatea si durata tratamentului.
Temperaturile medii minime si maxime atinse in probe au fost de 26,20 °C pentru SM50/3 si,
respectiv, 60,17 °C pentru SM90/5.

Cresterea temperaturii conduce adesea la randamente mai mari de extractie. Optimizarea
temperaturii poate fi realizatd pentru a obtine cel mai bun randament al compusilor tinta fara
degradare, deoarece acest parametru poate varia in functie de tipul produsului (Palma si colab.,
2002).

Tn plus, alti autori au raportat cd aplicarea ultrasunetelor a condus la rezultate interesante
privind recuperarea compusilor bioactivi din tescovina si drojdii, precum si extractia diferitelor
compusi aromatici din vinuri (Bosiljkov si colab., 2017; Drosou si colab., 2015; Roman si colab.,
2020).

Tabelul 2.8 prezinta rezultatele determinarilor fizico-chimice si analitice ale mustului de struguri
rosii netratat.

Tabelul 2.8 Caracteristicile mustului de struguri rosii

Proba TSS TA (g acid TPC MA FRAP DPPH
(°Brix) tartric/L) (ng GAE/mL) (mg CGE/L) (umol Activitate de
Fe?*/mL) captare a
radicalilor
(%)
C 29,9+0,1 3,4+0,03 114,42 £5,23 223,46 £ 2,67 16,06 £ 0,9 13,43+1,02
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Must de struguri rosii netratat (C); solide solubile totale (TSS); aciditate totala (TA); continut total de polifenoli
(TPC); continut de antocianine monomerice (MA); activitate antioxidanta: FRAP si DPPH. Rezultatele sunt
exprimate ca valoarea medie a celor trei replici = deviatia standard (SD).

e Continutul total de compusi fenolici

Randamentele de extractie ale continutului total de polifenoli (TPC) au fost observate ca fiind in
crestere odata cu cresterea temperaturii. Acest efect poate fi atribuit in principal fenomenului
de cavitatie, care este favorizat la temperaturi mai scazute si care faciliteaza eliberarea
compusilor extractibili, imbunatatind transferul de masa prin difuzie sau prin ruperea peretilor
celulari ai tesuturilor vegetale (OIV, 2022; Benzie si colab.,1996; Reche si colab., 2022).

TPC pentru probele tratate ultrasonic a variat intre 124,5 micrograme echivalenti acid galic per
mililitru (ug GAE/mL) si 1396,06 ug GAE/mL, asa cum este prezentat in Tabelul 2.7.

Studii anterioare au evidentiat un randament mai ridicat de extractie a TPC atunci cand
ultrasunetele de mare putere au fost aplicate asupra strugurilor sau in timpul procesului de
vinificatie (Ferraretto si colab., 2011; Pérez-Porras si colab., 2021). Alti autori au raportat ca nu
s-a observat degradarea polifenolilor dupa sonicatia vinului rosu (Natolino si colab., 2002).

in plus, tratamentul ultrasonic cu o amplitudine de 90% timp de 3 minute a determinat cea mai
mare extractie de TPC in proba SM90/3, in timp ce valori mai scazute au fost inregistrate la
aceeasi amplitudine (90%) pentru 4 si 5 minute, cu o reducere de 15,63% in SM90/4 si 16,04%
in SM90/5. O posibila explicatie pentru aceasta scddere o reprezintd temperaturile ridicate
inregistrate in vecinatatea sondei ultrasonice, precum si temperaturile medii de 55,71 °C si
60,17 °C atinse in probele SM90/4 si SM90/5, care pot conduce la degradarea compusilor
fenolici. Alte cercetari au aratat ca polifenolii pot fi protejati impotriva degradarii termice la
temperaturi de pana la 50 °C (Dzah si colab., 2020).

Cu toate acestea, variabile suplimentare precum specia vegetala, originea geografica sau soiul
pot influenta, de asemenea, cantitatea de compusi fenolici recuperati printr-o metoda de
extractie asistata de ultrasunete (Yusoff si colab., 2022).

Parametrii optimi de extractie pentru continutul total de polifenoli (TPC) au fost analizati
statistic utilizand metodologia suprafetei de raspuns (RSM) si analiza de varianta (ANOVA)
(Tabelul 2.9).

Tabelul 2.9 Analiza ANOVA si tabelul coeficientilor pentru modelul quadratic. Raspuns 1:
compusi fenolici totali

Sursa F — Valoare p - Valoare R? Adjusted R? Coeficienti
Model 13,40 0,0018 0,9054 0,8378
Termen liber 921,98
A 60,33 0,0001 556,13
B 1,07 0,3361 73,94
AB 0,4989 0,5028 61,94
A? 3,47 0,1049 -196,5
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B? 0,2193 0,6538 -49,42
Lipsa de 36229,38 <0,0001
adecvare

Amplitude (A); timp (B).

Dupa cum se aratd in Tabelul 2.9, termenul corespunzator amplitudinii este semnificativ pentru
cresterea extractiei polifenolilor. Valoarea F a modelului, de 13,40, indica faptul ca modelul este
semnificativ. Datorita zgomotului experimental, existd o probabilitate de doar 0,18% ca o
valoare F atat de mare sa apara intamplator.

n plus, valorile p mai mici de 0,0500 indicd faptul cd termenii modelului sunt semnificativi. Tn
acest caz, amplitudinea reprezinta un termen semnificativ al modelului. Valorile mai mari de
0,1000 indica faptul ca termenii nu sunt semnificativi. Un coeficient de determinare R? ridicat
(0,9054) indica un nivel bun de ajustare al modelului. Valoarea F a lipsei de adecvare (lack of
fit), de 36.229,38, arata ca lipsa de adecvare este semnificativa. Exista o probabilitate de doar
0,01% ca o astfel de valoare F sa apara din cauza zgomotului experimental.

Ecuatia finala exprimata in functie de factorii reali pentru TPC este prezentata in Ecuatia (2.4).
Aceasta ecuatie poate fi utilizata pentru a realiza predictii ale raspunsului in functie de
nivelurile fiecarui factor.

Yrpc = —5385.266 + 108.970 X A + 686.076 X B —3.097 x A X B —0.491 x A% —
49418 x B?

(2.4)
unde A reprezinta amplitudinea, iar B reprezinta timpul.
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Figura 2.6 Influenta parametrilor de proces asupra continutului de compusi fenolici totali (TPC):
(a) amplitudinea (A) si timpul (B) reprezentate ca grafic de tip contur; (b) amplitudinea (A) si
timpul (B) reprezentate ca suprafata de raspuns 3D.

Influenta parametrilor de proces A si B asupra ratei de extractie a TPC in probele tratate cu
ultrasunete este prezentata in Figura 2.6.
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Figura 2.6 ilustreaza clar faptul ca amplitudinea undelor ultrasonice are un impact mai mare
asupra rezultatelor decat durata tratamentului. Un timp de tratament mai lung, combinat cu
amplitudini mai mici (50%), are un efect negativ, conducand la o extractie mai redusa a TPC. Pe
de alta parte, valori mai ridicate ale amplitudinii (90%) imbunatatesc semnificativ randamentul
extractiei TPC.

Tn situatia descrisd, conditiile optime ar fi utilizarea unei amplitudini ridicate si a unei durate
reduse a tratamentului.

e Antocianine monomerice
Antocianinele reprezinta o familie majora de compusi fenolici prezenti in vinul rosu. Testele de
tratament au evidentiat o interactiune puternica intre fenomenul de cavitatie si celulele
exocarpului, determinand o crestere a concentratiei de antocianine. Rezultatele obtinute sunt
in concordanta cu alte studii care includ extractia asistata de ultrasunete in randul tehnologiilor
emergente dezvoltate cu scopul de a reduce timpii de extractie si de a creste randamentele
(Constantin si colab., 2022).
Continutul de MA pentru probele tratate ultrasonic a variat intre 20,67 mg echivalenti cianidin-
3-glucozida (CGE)/L si 223,46 mg CGE/L, asa cum este prezentat in Tabelul 2.7. Similar cu TPC,
cea mai mica valoare a MA a fost inregistrata pentru proba SM50/3 (ordinea de rulare trei),
utilizand o amplitudine de 50% timp de 3 minute, in timp ce cel mai ridicat continut de MA a
fost obtinut pentru proba SM90/3 (ordinea de rulare unu), utilizind o amplitudine de 90% timp
de 3 minute. Se observa o crestere, in general proportionala cu conditiile de tratament, de la
28,7% panad la aproximativ de 14 ori a continutului de MA n probele sonicate comparativ cu
proba netratata (C).
Tn ceea ce priveste extractia antocianinelor monomerice, tratamentul ultrasonic la A 90% timp
de 3 minute a condus la cea mai ridicata extractie (proba SM90/3), in timp ce valori usor mai
scazute, de 3,8% (SM90/4) si semnificativ mai reduse, de 21,11% (SM90/5), au fost inregistrate
atunci cand s-au utilizat 4 si respectiv 5 minute la aceeasi amplitudine. Se observa ca extractia
antocianinelor creste pana la o valoare maxima, dupa care incepe sa scada, probabil din cauza
influentei temperaturii finale atinse in probele tratate.
Alte cercetari au evidentiat faptul ca temperatura are un impact semnificativ asupra extractiei
antocianinelor, extractia maxima fiind obtinuta la aproximativ 30-35 °C. Totusi, cresterea
temperaturii poate Tmbunatati extractia prin cresterea solubilitatii antocianinelor si a
coeficientului de difuzie. Peste un anumit prag, insa, randamentul scade, de exemplu la
temperaturi mai mari de 45 °C, antocianinele se degradeaza semnificativ (Cacace si colab.,
2006).
Dupa cum se poate observa, pentru extractia maxima atat a TPC, cat si a MA, amplitudinea
ultrasunetelor si timpul de tratament sunt aceleasi: amplitudine de 90% pentru 3 minute.
Conform Tabelului 2.8, termenii modelului pentru antocianinele monomerice A, A? si B? sunt
semnificativi, deoarece valorile p sunt mai mici de 0,0500. Daca valoarea este mai mare de
0,1000, termenii modelului nu sunt considerati relevanti. O valoare F atat de mare ar aparea
din cauza zgomotului experimental doar Tnh 0,01% din cazuri, insa valoarea F a modelului de

29



Teza de abilitare Prof.dr. ing. Vasile PADUREANU

44,35 indica faptul ca modelul este semnificativ. De asemenea, valoarea F a lipsei de adecvare
(lack of fit), de 396,80, sugereaza ca aceasta este semnificativa.

Tabelul 2.10 Analiza ANOVA si tabelul coeficientilor pentru modelul quadratic. Raspuns 2:
antocianine monomerice

Sursa F — Valoare p - Valoare R? Adjusted R? Coeficienti
Model 44,35 <0,0001 0,9694 0,9475
Termen liber 162,77
A 190,42 <0,0001 90,39
B 0,0972 0,7644 2,04
AB 2,70 0,1444 -13,18
A? 9,71 0,0169 -30,08
B2 7,97 0,0257 -27,25
Lipsa de 396,8 <0,0001
adecvare

Amplitude (A); timp (B).

Coeficientul de determinare ajustat (R? ajustat) de 0,9475 si coeficientul de determinare
predictiv (R? prezis) de 0,8878 sunt in buna concordanta (diferenta fiind mai mica de 0,2), ceea
ce indica faptul ca modelul realizeaza predictii precise. Ecuatia (2.5) prezinta forma finala a
modelului exprimata in functie de factorii reali pentru antocianinele monomerice. Aceasta
ecuatie poate fi utilizatd pentru a realiza predictii ale raspunsului in functie de nivelurile
specifice ale fiecarui factor.

Yia = —1134.49 +17.683 x A +262.123 X B —0.659 X A Xx B —0.075 x A* — 27.254 x
BZ

(2.5)
unde A reprezinta amplitudinea, iar B reprezinta timpul.

Efectul parametrilor de proces A si B asupra ratei de extractie a MA in probele supuse
tratamentului ultrasonic este prezentat in Figura 2.7.
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Figura 2.7 Influenta parametrilor de proces asupra continutului de antocianine monomerice
(MA): (a) amplitudinea (A) si timpul (B) reprezentate ca grafic de tip contur; (b) amplitudinea (A)
si timpul (B) reprezentate ca suprafata de raspuns 3D.

Conform Figura 2.7, care compara influenta duratei tratamentului si a amplitudinii undelor
ultrasonice asupra extractiei antocianinelor monomerice din exocarpul strugurilor rosii,
randamentul de extractie al MA creste odata cu ambele variabile, pana la un anumit punct,
dupa care incepe sa scada. Totusi, atunci cand durata tratamentului depaseste 3 minute la
amplitudinea maxima a ultrasunetelor (90%), rata de extractie a MA scade. La amplitudini
ridicate apare o cavitatie excesiva, care creste temperatura in vecinatatea sondei, genereaza
mai multi radicali hidroxil si conduce la o degradare accentuata a compusilor (Ying si colab.,
2011).

n plus, o amplitudine prea micd poate si nu furnizeze suficientd energie pentru a rupe peretii
celulari, motiv pentru care cele mai scazute randamente de extractie ale MA au fost observate
in probele tratate la nivelul minim al amplitudinii (A = 50%).

Folosind ultrasunete in diferite conditii de operare, studii anterioare au evidentiat, de
asemenea, randamente crescute ale extractiei antocianinelor din tescovina de afine, reziduuri
de vin de dud sau cartofi dulci mov (Fu si colab., 2021; Zhang si colab., 2020; Huang si colab.,
2019).

Similar cu TPC, conditiile optime pentru imbunatatirea extractiei MA constau Tntr-o amplitudine
ridicata si un timp redus de tratament.

e Activitatea antioxidanta

Proprietatile antioxidante ale compusilor fenolici din struguri au fost intens studiate, incluzand
capacitatea de neutralizare a radicalilor liberi, inhibarea oxidarii lipidice, reducerea formarii
hidroperoxizilor si altele. Aceste proprietati sunt deosebit de importante din punct de vedere al
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bioactivitatii. In plus, antioxidantii pot opri procesul de oxidare prin interactiunea preferentiala
cu un agent oxidant, in locul moleculelor sau celulelor tinta (Vaquero si colab., 2007).
Activitatea antioxidantd maxima, de 48,32 umol Fe?/mL si 77,2%, determinatd prin testele
FRAP si respectiv DPPH, a fost observata in probele sonicate din ordinea de rulare 8, obtinute la
o amplitudine de 90% timp de 5 minute (proba SM90/5) (Tabelul 2.7). Cea mai redusa
activitate, de 15,02 pumol Fe?*/mL sau 66,8% (ordinea de rulare 3), a fost observata la o
amplitudine de 50% timp de 3 minute (proba SM50/3).

S-a observat ca extractia maxima a compusilor antioxidanti necesita aceeasi amplitudine
ultrasonica (90%) ca in cazul TPC si MA, insa timpul optim este de 5 minute, nu 3 minute ca in
cazul TPC si MA. Tn plus, faptul cd antioxidantii includ si compusi non-fenolici, care pot necesita
temperaturi mai ridicate pentru extractie, poate explica temperatura usor mai mare de 60,17 °C
inregistrata pentru valoarea maximad a compusilor antioxidanti. Aceste rezultate sunt in
concordanta cu studii anterioare care au aratat ca antioxidantii necesita temperaturi mai
ridicate pentru extractie (Jamshaid si colab., 2022). Mai mult, rezultatele sugereaza ca
activitatea antioxidanta a probelor este influentata semnificativ de nivelul TPC.

Se poate observa ca activitatea antioxidanta a probelor sonicate creste proportional cu
conditiile de tratament, de la 11,84% pana la aproximativ de 3,6 ori, conform testului FRAP, si
de la 2,77% pana la 18,77%, conform testului de neutralizare a radicalului DPPH, comparativ cu
proba netratata (C).

Conform mecanismului de actiune al compusilor antioxidanti, metodele utilizate pentru
evaluarea activitatii antioxidante masoara capacitatea speciilor antioxidante de a neutraliza
radicalii liberi sau de a reduce compusi oxidanti (Thaipong si colab., 2006).

Valorile FRAP cuantifica capacitatea compusilor antioxidanti din mustul de struguri rosii de a
dona electroni si, astfel, de a reduce speciile oxidate. Un indicator relevant al unui compus cu
potential antioxidant este puterea sa reducatoare (Vasyliev si colab., 2020).

Se poate observa ca prezenta unei cantitati semnificative de compusi fenolici in mustul de
struguri rosii, ca rezultat al tratamentului ultrasonic, a condus la valori ridicate ale FRAP.

Alte rezultate au aratat ca activitatea antioxidantd a compusilor fenolici poate prezenta o limita
de saturatie la nivel de concentratie, peste care activitatea nu mai creste odatd cu
concentrarea. Totusi, unele studii au evidentiat existenta si a altor factori, in afara de
concentratie, care influenteaza proprietatile antioxidante ale compusilor fenolici, intrucat
relatia dintre compusii fenolici si activitatea antioxidanta nu este intotdeauna consistenta (Xia
si colab., 2010; Dani si colab., 2009). In acelasi timp, alte cercetdri au demonstrat o relatie
semnificativa intre compusii polifenolici determinati in diverse probe si rezultatele testelor de
activitate antioxidanta (Negro si colab., 2021).

Tabelul 2.11 Analiza ANOVA si tabelul coeficientilor pentru modelul quadratic

Sursa F — Valoare p - Valoare R? Adjusted R? Coeficienti
FRAP DPPH FRAP DPPH FRAP DPPH FRAP DPPH FRAP DPPH
Model 330,16 58,81 <0,0001 <0,0001 0,9958 0,9767 0,9928 0,9601
Termen 28,14 73,17
liber
A 1587,16 246,65 <0,0001 <0,0001 13,88 3,58
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B 33,68 37,65 0,0004 0,0005 2,17 1,40
AB 2,85 2,05 0,1354 0,1954 0,7200  -0,4000
A? 12,04 6,08 0,0104 0,0431 1,78 -0,8293
B2 2,59 0,0556 0,1515 0,8203 0,8266  -0,0793
Lipsa de 2,40 102,78 0,2085 0.0003
adecvare

Amplitude (A); timp (B).

Conform Tabelului 2.11, parametrii modelului A, B si A% sunt semnificativi pentru activitatea
antioxidanta masurata atat prin testul FRAP, cat si prin testul DPPH, deoarece valorile p sunt
mai mici de 0,0500. Valorile mai mari de 0,1000 indica faptul ca termenii modelului nu sunt
decisivi. Semnificatia modelului este evidentiata de valorile F de 330,16 si 58,81. Valorile F ale
lipsei de adecvare (2,40 si 102,78) indica faptul ca lipsa de adecvare nu este
semnificativa.Coeficientul de determinare predictiv (R? prezis) (0,9727 pentru FRAP si 0,7829
pentru DPPH) si coeficientul de determinare ajustat (R? ajustat) (0,9928 pentru FRAP si 0,9601
pentru DPPH) sunt Tn buna concordanta (diferenta fiind mai mica de 0,2), ceea ce indica faptul
ca modelul realizeaza predictii precise.

Ecuatiile (2.5) si (2.6) prezinta forma finald a modelelor exprimate in functie de factorii reali
pentru activitatea antioxidanta determinata prin testele FRAP si DPPH. Aceste ecuatii pot fi
utilizate pentru a prezice raspunsul in functie de nivelurile specifice ale fiecarui factor.

Yirap = 16.030 —0.074 X A — 6.965 X B + 0.036 X A X B + 0.004 x A% + 0.826 X B>
(2.5)

Ypppy = 37.996 + 0.549 X A + 3.434 X B — 0.020 X A X B — 0.002 x A®> — 0.079 x B?
(2.6)

unde A reprezinta amplitudinea, iar B reprezinta timpul.

Figura 2.8 prezinta cinetica activitatii antioxidante in probele tratate cu ultrasunete, precum si
suprafetele de raspuns 3D si graficele de tip contur. Se observa ca atat valorile FRAP, cat si cele
DPPH cresc odata cu ambii factori, pana la o valoare maxima de 48,32 umol Fe?*/mL si 77,2% in
proba SM90/5.

Alti cercetdtori au concluzionat ca activitatea antioxidanta a vinurilor este mai strans corelata
cu tipul compusilor fenolici individuali decat cu continutul total de polifenoli (TPC). De
asemenea, s-a propus ca activitatea antioxidanta este atribuita in principal fractiunii de flavan-
3-oli, mai degraba decéat antocianinelor (Banc si colab., 2014).
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Figura 2.8 Influenta parametrilor de proces asupra activitatii antioxidante: (a) amplitudinea (A)
si timpul (B) reprezentate ca grafic de tip contur pentru valorile FRAP; (b) amplitudinea (A) si
timpul (B) reprezentate ca suprafata de raspuns 3D pentru valorile FRAP; (c) amplitudinea (A) si
timpul (B) reprezentate ca grafic de tip contur pentru valorile DPPH; (d) amplitudinea (A) si
timpul (B) reprezentate ca suprafata de raspuns 3D pentru valorile DPPH.

e Corelatii intre continutul total de polifenoli, antocianinele monomerice si activitatea

antioxidanta

Rezultatele studiului nostru arata ca, odata cu cresterea amplitudinii si a duratei tratamentului
ultrasonic, activitatea antioxidanta creste, exprimata atat prin testul FRAP, cat si prin
capacitatea de neutralizare a radicalilor liberi DPPH. Valorile maxime ale activitatii antioxidante
au fost obtinute la o amplitudine ultrasonica de 90% si un timp de tratament de 5 minute
(proba SM90/5): 48,32 umol Fe**/mL si 77,2%, respectiv.
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De asemenea, se observa ca activitatea antioxidanta a probelor sonicate, exprimata prin testele
FRAP si DPPH, creste proportional cu continutul total de polifenoli si cu cel de antocianine
monomerice.

Pentru valorile maxime ale continutului total de polifenoli (1396,06 pg GAE/mL) si ale
antocianinelor monomerice (223,4 mg CGE/L), obtinute la o amplitudine ultrasonica de 90%
timp de 3 minute (proba SM90/3), activitatea antioxidanta a fost de 3,11 ori mai mare atunci
cand a fost masurata prin testul FRAP si cu 14,62% mai mare atunci cand a fost evaluata prin
testul DPPH, comparativ cu proba de control (C). Aceste rezultate confirma influenta
semnificativa a compusilor fenolici si a antocianinelor asupra activitatii antioxidante.

Aceste constatdri sunt Tn concordanta cu cele raportate de alti autori, care au evidentiat o
corelatie pozitiva intre TPC si activitatea antioxidanta evaluata prin DPPH (Ferndndez-Pachdn si
colab., 2004), sau care au asociat capacitatea antiradicalara ridicata a probelor cu concentratia
de antocianine (Gismondi si colab., 2017), dar sunt in contrast cu alte studii (Rivero-Pérez si
colab. 2007; , Banc si colab., 2020).

Analiza curenta indica o corelatie foarte buna (p < 0,01) intre TPC si activitatea antioxidanta
masurata prin FRAP (r Pearson = 0,917) si prin DPPH (r Pearson = 0,878). De asemenea, s-au
identificat corelatii foarte bune intre MA si activitatea antioxidantad, atat prin FRAP (r Pearson =
0,928), cat si prin DPPH (r Pearson = 0,888).

In final, rezultatele noastre aratd c3 activitatea antioxidantd a probelor sonicate este
influentata atat de TPC, cat si de MA, desi probele cu cele mai ridicate valori ale TPC si MA nu
au aratat intotdeauna valorile cele mai ridicate pentru activitatea antioxidanta, exprimata fie
prin FRAP, fie prin capacitatea de neutralizare a radicalilor liberi DPPH (%).

e Optimizarea modelului experimental pentru cresterea ratei de extractie a compusilor
biologic activi si a activitatii antioxidante in mustul de struguri

Tn vederea maximizarii extractiei compusilor biologic activi din mustul de struguri, precum si a
imbunatatirii activitatii antioxidante, a fost investigata functia de optimizare a modelului
realizata cu ajutorul software-ului Design Expert® versiunea 13 (Stat-Ease Inc., Minneapolis,
SUA, 2022). Pentru optimizarea numerica, a fost posibila optimizarea oricarei combinatii de
unul sau mai multe obiective. Tintele aplicate atat factorilor, cat si raspunsurilor au fost
urmatoarele: amplitudinea si timpul de tratament in interval definit, iar TPC, MA, FRAP si DPPH
au fost maximizate.

Functia de optimizare a software-ului a generat 20 de solutii posibile, indicand solutia cu cea
mai mare valoare a functiei de desirabilitate, de 0,918 (Figura 2.9), respectiv o amplitudine de
90% si un timp de tratament de 4 minute si 24 de secunde, aceasta combinatie fiind selectata
ca solutie optima pentru maximizarea extractiei TPC, MA si a activitatii antioxidante, atat prin
testul FRAP, cat si prin testul DPPH.
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Figura 2.9 Reprezentare grafica a solutiei optime: setdrile optime ale factorilor sunt indicate
prin bare rosii, iar predictiile optime ale raspunsurilor sunt reprezentate in albastru.

Pentru identificarea setarilor factorilor care indeplinesc obiectivele stabilite, optimizarea
numerica exploreaza spatiul de proiectare utilizdnd modelele construite Tn cadrul analizei
(Figura 2.10). Tn anumite conditii, modelul poate prezice cu acuratete rata de extractie a

compusilor.
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Figura 2.10. Reprezentare graficad a solutiei optime: setarile optime ale factorilor sunt indicate
prin bare rosii, iar predictiile raspunsurilor optime sunt prezentate in albastru.

Figura 2.11 prezinta graficul de optimizare pentru solutia optima afisata, evidentiind punctul in
care sunt indeplinite criteriile de raspuns.

e Confirmarea modelului

Analiza de optimizare a fost utilizata pentru a ghida testele de validare, care au fost efectuate
folosind aceeasi metodologie la conditiile optime selectate: amplitudine de 90% si timp de
tratament de 4 minute si 24 de secunde. Datele prezise au fost: TPC — 1278,52 (ug GAE/mL),
MA — 212,64 (mg/L), FRAP — 45,09 (umol Fe?"/mL) si DPPH — 76,31%, asa cum este ilustrat in
Figurile 2.10 si 2.11.

Datele experimentale observate au fost comparate cu valorile prezise de model in aceleasi

conditii de extractie. Erorile pentru TPC, MA, FRAP si DPPH au fost de -8,70%, —-0,99%, 3,14% si
0,25%, respectiv, asa cum este prezentat in Tabelul 2.12, confirmand validitatea modelului.
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Figura 2.11. Graficul de suprapunere pentru solutia optima: culoarea galben intens defineste
setdrile acceptabile ale factorilor, iar culoarea gri defineste setarile neacceptabile ale factorilor.

Tabelul 2.12. Tabel de confirmare a modelului

Datele TPC MA FRAP DPPH
raspunsului (g GAE/mL) (mg CGE/L) (umol Fe?*/mL) Activitate de
captare a
radicalilor (%)
Observat 1176,16 210,56 46,55 76,5
Prezis 1278,52 212,64 45,09 76,31
Eroare (%) -8,70 -0,99 3,14 0.25

Continut total de polifenoli (TPC); continut de antocianine monomerice (MA); activitate antioxidanta (FRAP)

Diferentele mici dintre valorile prezise si cele observate au aratat ca modelul de optimizare a
extractiei obtinut prin RSM in acest studiu prezinta un grad ridicat de adecvare si are
potentialul de a fi utilizat chiar si la scarad industriald pentru extractia polifenolilor si a altor
compusi antioxidanti din struguri, utilizand ultrasunete de mare putere.

Accelerarea cineticii de extractie printr-o tehnica fizica poate fi importanta atunci cand
nivelurile compusilor fiziologic activi din struguri sunt ridicate. Utilizarea ultrasunetelor reduce
timpul de extractie, intensificand si aproape maximizand randamentul de extractie si activitatea
antioxidantd. Tn ansamblu, utilizarea ultrasunetelor in vinificatie deschide posibilitatea
optimizarii si gestionarii mai eficiente a procesului de vinificare a strugurilor rosii. Datorita
timpului relativ scurt necesar expunerii la ultrasunete, aplicarea acestora poate fi considerata
un pretratament continuu pentru strugurii rosii zdrobiti inainte de umplerea tancului de
vinificatie. Tratamentul cu ultrasunete de mare putere aplicat strugurilor zdrobiti timp de
cateva minute creste atat rata de extractie a compusilor bioactivi, cat si activitatea
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antioxidanta, cu de 12 ori pentru TPC, de 14 ori pentru MA, de 3,6 ori pentru FRAP si cu 18,77%
pentru activitatea de neutralizare a radicalilor liberi DPPH. Totusi, un timp de tratament de 5
minute si 0 amplitudine de 90% au condus la o scadere a valorilor TPC si MA, in timp ce valorile
FRAP si DPPH au crescut Tn aceleasi conditii de operare. Solutia optima pentru dezvoltarea unei
proceduri care maximizeaza rata de extractie a TPC si MA, precum si activitatea antioxidanta in
prima etapa a procesului de vinificatie, pare sa fie o amplitudine (A) de 90% si un timp (t) de 4
minute si 24 de secunde.

1.2.1.1.3 Effect of High-Power Ultrasound Treatment on Bioactive Compound Content and
Chromatic Characteristics of Red Wines, 2024.
https://journals.usamvcluj.ro/index.php/fst/article/view/14845

Evaluarea impactului tratamentului cu ultrasunetelor asupra calitatii vinului din

struguri rosii

Importanta ultrasunetele in industria procesdrii strugurilor

Vinul este una dintre cele mai vechi bauturi alcoolice traditionale din lume. Vinul rosu este, in
general, bogat Tn polifenoli si poate fi considerat o sursa dietetica importanta de polifenoli
(Castaldo si colab., 2019). Polifenolii sunt compusi esentiali care contribuie la culoarea, gustul,
aroma si potentialele beneficii pentru sanatate ale vinului (Banc si colab., 2014).

Ultrasunetele de mare putere (HPU) reprezinta o tehnologie care utilizeaza unde sonore cu
frecvente mai mari de 20 kHz (Ali si colab., 2023; Hussain si colab., 2023; Ranjha, Irfan, si colab.,
2021). Efectul de baza al ultrasunetelor asupra unui fluid consta in adaugarea unei presiuni
acustice peste presiunea hidrostatica deja prezenta in mediu (Patist si Bates, 2011).

Obiectivul acestui studiu a fost evaluarea, la scara de laborator, a efectului tratamentului cu
ultrasunete (frecventa 20 kHz) asupra facilitarii extractiei compusilor fenolici din struguri
zdrobiti din soiul Merlot, precum si asupra reducerii timpului de macerare. in acest scop, au fost
analizati initial compusii fenolici totali (TPC), frecvent asociati cu caracteristicile organoleptice
ale vinurilor rosii finite si stabilitatea acestora. De asemenea, au fost determinati antocianii
monomerici (MA), care contribuie decisiv la culoarea specifica a vinurilor rosii, precum si
caracteristicile cromatice (intensitatea culorii si nuanta). in plus, capacitatea antioxidanta a fost
evaluata prin testul FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power). Studiul permite o analiza
cuprinzatoare si sistematica a mecanismului prin care ultrasunetele influenteaza calitatea si
caracteristicile senzoriale ale vinului, oferind astfel o baza teoreticd pentru implementarea
comerciala a acestei tehnologii in procesul de vinificatie.

a) Materiale si echipamente

Aproximativ 100 kg de struguri rosii, din soiul Merlot, recoltati in anul de recolta 2019, au fost
utilizati in cadrul cercetarii experimentale.
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Sonicatia a fost realizata in toate experimentele utilizand un echipament ultrasonic de tip sonda
(SONIX VCX750, Sonics and Materials Inc., Newtown, SUA). Amplitudinea poate fi setata ca
procent, variind intre 10% si 100%.

b) Pregdtirea probelor

Specimen 100 .

!

$M90/3 (10 gecimens) 5MS90/4 (10 specimens) SME0/5 (10 spacimens)

C (10 specimens

\ ]

T

Microvinification
Figura 2.11 Prepararea probelor si a specimenelor pentru testarea de laborator. Probe sonicate
(SM) la amplitudini de 70 si 90% timp de 3, 4 si 5 minute: SM70/3 (A: 70%; t: 3 min), SM70/4 (A:
70%; t: 4 min), SM70/5 (A: 70%; t: 5 min), SM90/3 (A: 90%; t: 3 min), SM90/4 (A: 90%; t: 4 min),
SMO90/5 (A: 90%; t: 5 min).

c) Determinarea continutului total de polifenoli si a antocianinelor

Continutul total de polifenoli (TPC) a fost determinat utilizand metoda spectrofotometrica
Folin—Ciocalteu, avand ca substanta de referinta acidul galic, iar rezultatele au fost exprimate in
micrograme echivalenti de acid galic per mililitru (ug GAE/mL) (Singleton, Orthofer si Lamuela-
Raventos, 1999).

Reactivul Folin—Ciocalteu (Merck, Darmstadt, Germania), in volum de 1,25 mL, a fost addugat la
0,5 mL proba, diluata anterior 1:10 (v/v) cu apa distilata.

Determinarea antocianinelor monomerice (MA) a fost realizata prin metoda diferentiala de pH
(Lee, Durst si Wrolstad, 2005). Rezultatele au fost exprimate echivalenti de cianidina-3-
glucozid (mg CGE/L). Folosind un coeficient de absorbtie molara de 26.900 L/mol-cm si 0 masa
moleculara de 449,2 g/mol, a fost determinat continutul total de antociani al probelor.

d) Caracteristici cromatice
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Caracteristicile cromatice, descrise prin intensitatea culorii (IC) si nuanta (N), au fost
determinate printr-o metoda spectrofotometrica. ).

e) Testul de capacitate antioxidantd (FRAP)

Metoda FRAP a fost realizata pe baza protocolului Benzie si Strain (Benzie si Strain, 1996). Ca
solutii de stoc au fost utilizate solutia de 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazind (TPTZ) in HCl 40 mM si
solutia de FeCl3:6H,0 20 mM in tampon acetat 300 mM (pH = 3,6).

Solutia de lucru a fost preparata prin amestecarea tamponului acetat, a solutiei TPTZ si a 10 mL
solutie FeCls-6H,0, fiind ulterior incalzita la 37 °C inainte de utilizare.

Probele de vin au fost diluate 1:50 (v/v) cu apa distilata, iar o alicota de 0,5 mL din solutia
diluata a fost lasata sa reactioneze cu 2,5 mL solutie de lucru timp de 30 minute la 37 °C.

f) Analiza statistica

Analiza statistica a fost efectuata utilizand software-ul DESIGN-EXPERT® versiunea 13 (Stat-
Ease Inc., 2022).

Pentru evaluarea diferentelor semnificative intre probe s-a utilizat analiza ANOVA unifactoriala,
urmata de testul post-hoc Tukey HSD. Coeficientul de corelatie Pearson intre TPC, MA, FRAP, IC
si N a fost calculat cu ajutorul software-ului JASP versiunea 0.17.1 (JASP Team, 2023).

Dupa desciorchinare si zdrobire, microvinificatia a fost realizata atat pe proba martor, cat si pe
probele tratate cu ultrasunete. Operatiunea de macerare a fost efectuata prin extractie
secventiald (dupa 3, 5 si 7 zile), pentru a evalua efectul a doi factori: amplitudinea (A) si timpul
de tratament (t), asupra cineticii extractiei polifenolilor si antocianilor, precum si asupra valorii
FRAP, intensitatii culorii si nuantei in probele sonicate comparativ cu proba netratata (C).

Toti acesti parametri au fost analizati atat pe probele martor (C), dupa 3 (C3), 5 (C5) si 7 (C7)
zile de macerare, cat si pe probele supuse tratamentului ultrasonic la amplitudini de 70% si
90%, timp de 3, 4 si 5 minute, dupa 3, 5 si 7 zile de macerare, respectiv: SM70/3 (A: 70%; t: 3
min), SM70/4 (A: 70%; t: 4 min), SM70/5 (A: 70%; t: 5 min), SM90/3 (A: 90%; t: 3 min), SM90/4
(A: 90%; t: 4 min) si SM90/5 (A: 90%; t: 5 min), fiecare in trei replicari. Deoarece posibila
crestere a temperaturii probelor in urma tratamentului reprezinta un factor important pentru
calitatea finala a produsului, aceasta a fost monitorizata pe durata testelor. Temperatura de
macerare s-a mentinut in intervalul 23-25 °C.

Extractia compusilor fenolici este influentata de durata macerarii, care afecteaza atat continutul
total de polifenoli, cat si interactiunile dintre diferitele fractii fenolice (Bautista-Ortin si colab.,
2017). Macerarea este un proces de extractie solid—lichid, in care antocianii si taninurile —
principalele substante polifenolice caracteristice vinurilor rosii — prezinta afinitati diferite
pentru solventi precum apa si etanolul, cu care exocarpul intra in contact in mod natural
(Setford si colab., 2017). Continutul de antociani la finalul macerarii depinde atat de
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intensitatea proceselor extractive asociate degradarii structurilor celulare, cat si de fenomenele
de fixare prin adsorbtie (Ferraretto si colab, 2013).

Determinarile analitice efectuate pe struguri zdrobiti tratati cu ultrasunete si supusi diferitelor
durate de macerare (3, 5 si 7 zile) comparativ cu probele martor au evidentiat rezultate
semnificative (Tabelul 2.13).

La Tnceputul macerarii, probele sonicate au prezentat niveluri mai ridicate de compusi bioactivi
(Maier si colab., 2023) si caracteristici cromatice superioare comparativ cu proba netratats,

diferente care s-au mentinut si la finalul procesului de macerare.

Tabelul 2.13 Efectul tratamentului ultrasonic asupra probelor la finalul procesului de

macerare
Proba Macerare TPC MA FRAP IC N
(zile) (ng GAE/L) (umol
Fe2*/mL)

c3 870,32 £ 10,72 105,30 £ 4,02 33,73+1,11 6,61+1,21 1,14 £ 0,07
SM70/3 1407,78 £11,09 240,59 + 3,97 43,79 £ 0,99 23,39+1,75 1,14+ 0,09
SM70/4 1425,02 + 10,54 250,82+ 2,54 44,69 £ 1,23 22,12 + 2,05 1,27 £ 0,07
SM70/5 3 1715,31+9,63 224,51 +2,45 43,96 £1,19 21,46 £1,97 1,21+0,04
SM90/3 1491,13 + 14,21 240,46 £ 3,01 51,69 + 2,56 22,73 £ 2,06 1,24 £ 0,05
SM90/4 1778,54 £+ 11,58 239,89 +3,65 61,51 +3,01 22,42 + 2,37 1,20+0,10
SM90/5 1925,12 + 12,31 275,33 +£2,45 62,43+2,78 20,29+1,13 1,12+ 0,09

(65) 965,16 £ 10,54 206,87 £ 5,11 35,40+1,69 8,35+1,54 0,73 £0,04
SM70/3 1169,23 + 11,23 234,28 £ 6,02 47,37 £3,47 9,54 + 1,50 0,69 +0,03
SM70/4 1378,94 + 10,62 241,95 +5,41 52,48 £ 2,56 12,17 1,21 0,77 £0,03
SM70/5 5 1795,79 + 9,36 318,14 £ 3,98 52,52+2,53 19,46 £ 1,74 0,81 +0,02
SM90/3 1522,74 + 11,45 302,83 £2,54 52,52 +2,55 13,63+1,34 0,74 £ 0,04
SM90/4 1562,98 *+ 10,35 337,15 £ 3,87 57,66 £ 3,04 13,93+1,49 0,71 +0,06
SM90/5 1689,44 + 14,21 382,54+3,41 51,19+2,98 24,85+ 1,89 0,91 +£0,05

c7 778,34 £9,01 220,05 £ 2,58 35,15+1,65 8,68 +1,46 0,74 £ 0,07
SM70/3 1209,46 £ 10,36 191,97 +4,05 40,85 £ 2,55 16,98 + 2,03 0,79+0,03
SM70/4 1467,44 + 12,54 234,08 £ 3,09 57,28 + 3,14 11,58 £1,92 0,81 +0,05
SM70/5 7 1618,21 + 11,87 215,04 £ 2,96 58,49 + 2,85 17,31+1,47 0,81 +0,02
SM90/3 1536,61 + 11,25 288,83 £5,32 60,35+2,45 16,13 +1,25 0,75 +0,08
SM90/4 1434,61 + 9,89 275,78 £4,58 51,45+1,95 14,5+1,07 0,78 £ 0,07
SM90/5 1909,63 + 12,26 335,57 £4,56 59,27 +£1,99 21,36 + 2,07 0,79 £0.04

Nota: Proba netratatd (C); SM70/3 (A: 70%; t: 3 min), SM70/4 (A: 70%; t: 4 min), SM70/5 (A: 70%; t: 5 min),
SM90/3 (A: 90%; t: 3 min), SM90/4 (A: 90%; t: 4 min) si SM90/5 (A: 90%; t: 5 min); continut total de polifenoli
(TPC); continut de antociani monomerici (MA); capacitate antioxidanta prin reducere ferica (FRAP); intensitatea
culorii (IC); nuanta (N); rezultatele sunt exprimate ca valoare medie a celor trei replicari + deviatia standard (SD).

e Efectele tratamentului cu ultrasunete asupra continutului total de polifenoli
La finalul macerarii, continutul total de polifenoli (TPC) a variat intre 870,32 pg echivalenti acid
galic/mL (GAE/mL) si 1925,12 ug GAE/mL, conform Tabelului 1. Cea mai mica valoare a TPC a
fost inregistrata pentru proba netratata C dupa 3 zile de macerare (C3), in timp ce cea mai mare
valoare a fost observata la proba SM90/5, tot dupa 3 zile de macerare. Se observa o crestere a
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TPC la probele sonicate comparativ cu proba martor C, crestere in general proportionald cu
conditiile de tratament: de aproximativ 1,5-2 ori pentru macerarea de 3 zile; de 1,01-2,06 ori
pentru 5 zile; si de 1,11-2,45 ori pentru 7 zile. Acest lucru indica faptul ca sonicatia are un efect
pozitiv asupra extractiei compusilor fenolici, Tn concordanta cu alte studii (Natrella si colab.,
2023; Lukic si colab., 2019; Ranjha si colab., 2020).

o Efectele tratamentului cu ultrasunete asupra antocianilor monomerici

Continutul de antociani monomerici (MA) in probele sonicate a variat intre 105,3 mg echivalenti
cianidina-3-glucozid (CGE)/L si 382,54 mg CGE/L (Tabelul 1). Similar TPC, cea mai mica valoare a
MA a fost inregistrata in proba martor C (C3) dupa 3 zile de macerare, iar cea mai mare valoare
in proba SM90/5 dupa 5 zile de macerare. Se observa o crestere a MA la probele tratate, in
general proportionala cu intensitatea tratamentului: de 1,43-2,61 ori pentru 3 zile de
macerare; de 1,13-1,85 ori pentru 5 zile; si de 0,12—-1,52 ori pentru 7 zile, comparativ cu proba
martor. La finalul fermentatiei alcoolice, aproximativ 25% dintre antociani sunt polimerizati,
iar dupa un an de maturare procentul depaseste 40% (He si colab., 2012a, 2012b).

o Efectele tratamentului cu ultrasunete asupra capacitatii antioxidante
Valoarea maxima FRAP a fost de 62,43 umol Fe?*/mL, observata in proba SM90/5 dupa 3 zile de
macerare. Cea mai micd valoare, 33,73 umol Fe?*/mlL, a fost inregistrata pentru proba martor in
aceeasi perioada de macerare.
Prezenta unui continut mai ridicat de compusi fenolici in probele tratate contribuie la cresterea
capacitatii antioxidante.

o Efectele tratamentului cu ultrasunete asupra caracteristicilor cromatice

Intensitatea culorii (IC) a variat intre 6,61 si 24,85 la finalul procesului de macerare. Valoarea
maxima a fost observata in proba SM90/5, iar cea minima in proba martor dupa 3 zile de
macerare. IC creste, in general, odata cu intensitatea tratamentului ultrasonic: de 3,07-3,54 ori
pentru 3 zile; de 1,14-3 ori pentru 5 zile; si de 1,67-2,5 ori pentru 7 zile, comparativ cu proba
martor. Alte studii (Pérez-Porras si colab., 2021) au raportat ca probele martor au prezentat cea
mai mica intensitate a culorii, insa diferentele fata de vinurile tratate nu au fost intotdeauna
semnificative statistic.

e Evaluarea efectului ultrasunetelor asupra duratei de macerare

Analiza probelor in functie de durata macerarii arata ca TPC creste in primele etape, atingand
un maxim in jurul zilei a cincea, dupa care scade. Alte studii au raportat valori maxime la 6 zile
(Ivanova si colab., 2012), iar altele au observat cresteri pana la 15 zile (Alencar si colab., 2018b).
Continutul de antociani creste progresiv in timpul macerarii, atingand un maxim in jurul zilei a
saptea.

Comparand continutul total de polifenoli, se observa ca probele tratate ultrasonic si macerate
doar 3 zile (D3) au inregistrat cele mai mari valori ale TPC (cu exceptia probei tratate la 90%
timp de 3 minute, care a atins valoarea maxima in ziua a saptea). Acest comportament a fost
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observat chiar si in conditiile Tn care proba martor a fost supusa unei macerari mai indelungate
(D7).

TPC (ug GAE/mL) MA (mg CGE/L)
2000 100
250
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Figura 2.13 Comparatie intre compusii bioactivi si caracteristicile cromatice ale probelor
sonicate dupa 3 zile de macerare, in raport cu proba netratata dupa 7 zile de macerare: (a)
continut total de fenoli; (b) antociani monomerici; (c) capacitate antioxidanta prin reducere
ferica (FRAP); (d) intensitatea culorii.

in mod similar, probele tratate cu ultrasunete si macerate timp de 3 zile (D3), respectiv 5 zile
(D5), au inregistrat cele mai ridicate valori ale continutului de antociani monomerici, in
conditiile in care proba martor a fost macerata timp de 7 zile (D7). De asemenea, cele mai mari
valori ale intensitatii culorii au fost observate pentru probele tratate cu ultrasunete si macerate
doar 3 zile (D3), cu exceptia probei tratate la amplitudine de 90% timp de 5 minute, al carei
maxim a fost inregistrat in ziua a cincea.

Prin urmare, este evident ca tratamentul ultrasonic aplicat strugurilor zdrobiti a determinat
degradarea structurilor celulare, facilitdnd extractia compusilor fenolici in timpul procesului de
macerare. in plus, durata macerarii-fermentdrii pe bostind a influentat caracteristicile
cromatice finale ale probelor de vin. Ca urmare, devine clar ca una dintre directiile actuale de
interes in industria vinicold este utilizarea ultrasunetelor datorita capacitatii lor extractive
superioare, care permite reducerea timpului necesar etapei de macerare.
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e Corelatia dintre durata macerarii, nivelul amplitudinii si timpul de tratament
ultrasonic

Analiza statistica a evidentiat faptul ca parametrii studiati au fost influentati de trei factori
principali: durata macerarii, nivelul amplitudinii si timpul de tratament ultrasonic, atat prin
efecte individuale, cat si prin efecte de interactiune. Analiza variantei (ANOVA) realizata asupra
parametrilor analitici, in functie de diferitele durate de macerare, precum si de conditiile de
amplitudine si timp de tratament, a evidentiat diferente semnificative pentru continutul total
de polifenoli (TPC), continutul de antociani monomerici (MA), capacitatea antioxidanta (FRAP),
intensitatea culorii (IC) si nuanta (N) ale probelor (Tabelul 2.14). Modelul statistic prezentat
indicd, pentru parametrii analizati, valori ale coeficientului de determinare (R? > 0,477), ceea ce
confirma validitatea si relevanta metodei utilizate.

Tabelul 2.14 Analiza variantei coeficientilor de regresie pentru diferiti parametri

Durbin-Watson

Rezumatul R R? R? Autocorelatie  Statistica p- F-
modelului Ajustat valoare valuare
CTP 0,781 0,610 0,587 0,778 0,946 <0,001 26,109
AM 0,703 0,494 0,463 0,540 0,975 <0,001 16,249
FRAP 0,690 0,477 0,445 0,564 0,970 <0,001 15,171
IC 0,603 0,480 0,476 0,572 1,037 <0,001 9,518
N 0,806 0,649 0,628 0,287 1,401 0,009 30,854

Nota: coeficient de corelatie (R); coeficient de determinare (R?); semnificatia fiecarui parametru (valoare p); p <
0,05 semnificativ statistic si p < 0,001 semnificativ statistic Tnalt; raportul dintre suma patratelor modelului si
eroarea reziduala (valoarea F). Cu cat valoarea F este mai mare, cu atat modelul este mai bun; continut total de
polifenoli (TPC); continut de antociani monomerici (MA); capacitate antioxidanta prin reducere ferica (FRAP);
intensitatea culorii (IC); nuanta (N).

Se poate observa ca cinetica extractiei creste odata cu marirea duratei macerarii, a procentului
de amplitudine si a timpului de tratament, coeficientul de corelatie (R) fiind de 0,781 in cazul
continutului total de polifenoli (TPC) si de 0,703 in cazul antocianilor monomerici (MA), in timp
ce valoarea FRAP creste cu un coeficient de corelatie de 0,690.

Indicele Durbin—Watson, utilizat pentru verificarea autocorelatiei reziduurilor care ar putea
invalida modelul, trebuie si aib3 valori intre 1 si 3, ideal in jurul valorii 2. in cazul de fat3,
valorile acestui indice pentru toti cei trei parametri sunt apropiate de 1, ceea ce indica faptul ca
modelul se incadreaza in limite acceptabile si poate fi considerat valid.

Analiza ANOVA evidentiaza faptul ca modelul este semnificativ statistic si ca predictorii inclusi
— atat individual, cat si prin interactiunile dintre ei — influenteaza semnificativ (p < 0,001)
continutul de polifenoli totali (TPC), antociani monomerici (MA) si capacitatea antioxidanta
(FRAP). Tn ceea ce priveste intensitatea culorii (IC), aceasta nu este influentatd semnificativ de
interactiunea simultana a celor trei predictori ai modelului. In schimb, nuanta (N) nu este
influentata nici de nivelul amplitudinii, nici de timpul de tratament ultrasonic, fiind determinata
exclusiv de durata macerarii (Tabelul 2.15).
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Tabelul 2.15. Efectul amplitudinii si timpului de tratament, precum si al duratei de macerare,
asupra TPC, MA, FRAP, ICsi N

p-value

Factori TPC MA FRAP IC N
Timp macerare (zile) <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Ampitudine (%) <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,276
Timp ultrasonare (min.) <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,251
Timp macerare * Ampitudine <0,001 <0,001 <0,001 0,003 0,107
Timp macerare * Timp ultrasonare <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Ampitudine * Timp ultrasonare <0,001 <0,001 <0,001 0,038 0,302
Timp macerare * Ampitudine * Timp <0,001 <0,001 <0,001 0,394 0,280

ultrasonare

Semnificatia fiecarui parametru (valoare p); p < 0,05 semnificativ statistic si p < 0,001 semnificativ statistic Tnalt;
continut total de polifenoli (TPC); continut de antociani monomerici (MA); capacitate antioxidanta prin reducere
ferica (FRAP); intensitatea culorii (IC); nuanta (N).

Datele obtinute oferd dovezi solide ca tratamentul cu ultrasunete de mare putere aplicat
strugurilor Merlot zdrobiti Tmbunatateste procesul de extractie a compusilor polifenolici in
etapa de macerare. Cresterile observate in continutul total de polifenoli, continutul de
antociani monomerici, capacitatea antioxidanta determinata prin metoda FRAP si
caracteristicile cromatice sunt corelate cu durata macerarii, timpul de tratament ultrasonic si
procentul de amplitudine aplicat. Tn majoritatea cazurilor, probele tratate cu ultrasunete si
supuse unei macerari de doar 3 zile au inregistrat cele mai ridicate valori ale parametrilor
analizati, chiar si In comparatie cu proba martor macerata timp de 7 zile. Analiza variantei
(ANOVA) a rezultatelor obtinute dupa perioada de macerare indica faptul ca modelul este
semnificativ statistic, iar predictorii introdusi Tn model (amplitudinea, timpul de tratament si
durata macerarii), atat individual, cat si prin interactiunile dintre acestia, influenteaza
semnificativ (p < 0,05) continutul total de polifenoli, continutul de antociani monomerici si
capacitatea antioxidant3. Tn ceea ce priveste intensitatea culorii, aceasta nu este influentata
semnificativ de interactiunea simultana a celor trei factori, in timp ce nuanta nu este
influentata nici de amplitudine, nici de timpul de tratament, fiind determinata exclusiv de
durata macerarii. Tratamentul cu ultrasunete de mare putere nu doar ca Tmbunatateste
extractia compusilor fenolici si capacitatea antioxidanta, dar contribuie si la reducerea duratei
macerarii cu 2 pana la 4 zile. Acest aspect reprezinta un rezultat promitator in contextul
provocarilor actuale din industria vinicold. Prin urmare, utilizarea ultrasunetelor poate conduce
la economii semnificative de timp in etapa de macerare, constituind o solutie eficienta pentru
optimizarea proceselor tehnologice si a managementului in crame.

1.2.1.1.4. Influence of High-Power Ultrasound Treatment on Red Wine Quality Parameters,
2024. https://horticulturejournal.usamv.ro/pdf/2024/issue 1/Art40.pdf
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Pentru obtinerea unor vinuri cu o calitate cromatica ridicata, este necesara o buna difuzie a
compusilor fenolici din struguri in must sau Tn must-vin. Acest proces de extractie, bazat pe
degradarea peretilor celulari ai pielitelor si semintelor strugurilor, are loc in etapa de macerare,
pentru a permite eliberarea compusilor doriti in mediu. in consecintd, durata macerdrii
influenteaza in mod direct calitatea vinului (Alencar si colab., 2018).

Obiectivul acestui studiu a fost evaluarea, la scara de laborator, a efectului tratamentului
ultrasonic asupra strugurilor Merlot zdrobiti, asupra matricei fenolice a vinurilor rosii, in special
asupra antocianilor, care sunt esentiali pentru culoare, stabilitate si profil senzorial.

n plus, pentru identificarea variabilelor cu cea mai mare putere de diferentiere intre probe, a
fost utilizat algoritmul de clasificare Random Forest, care evidentiaza variabilele cele mai
importante in gruparea probelor, in ordine descrescatoare a importantei.

a) Pregatirea probelor

Pentru testarile de laborator au fost pregatite probe de 1000 g de struguri rosii Merlot, recolta
2019. Au fost selectate aleatoriu 60 de sub-probe a cate 100 g fiecare, care au fost
desciorchinate, zdrobite manual si supuse tratamentului ultrasonic cu sonda. Dupa sonicare, au
fost formate 6 probe a cate 1000 g fiecare, fiecare contindnd 10 sub-probe de cate 100 g.
Caracteristicile fiecarei probe au fost determinate ca medie a rezultatelor obtinute pentru cele
10 sub-probe. Proba martor (C), netratata, a fost alcatuita din 10 sub-probe de cate 100 g
fiecare si a fost analizata separat, deoarece nu a fost supusa tratamentului ultrasonic. Pentru
tratament, sub-probele au fost procesate intr-un pahar din sticla Pyrex de 100 mL, prevazut cu
manta de racire cu apa in contracurent. Temperatura apei de racire a fost mentinuta constant
la 19 °C. Amplificatorul acustic a fost pozitionat la 20 mm deasupra fundului recipientului
pentru a asigura uniformitatea tratamentului. Atat proba martor, cat si probele tratate cu
ultrasunete au fost supuse procesului de microvinificatie. Dupa macerare, probele au fost
extrase secvential la 3 zile (D3), 5 zile (D5) si 7 zile (D7), apoi au fost presate si supuse
fermentatiei alcoolice.

Pentru controlul procesului de vinificatie, s-au adaugat 20 g drojdie de fermentatie (Viniferm
Saccharomyces cerevisiae, Agrovin, Spania) la 100 L de must. Temperatura fermentatiei
alcoolice a fost monitorizata zilnic, variind intre 19,7 si 21,3 °C. Dupa finalizarea fermentatiei
alcoolice si malolactice, probele au fost separate de drojdii si limpezite utilizand 30 g
bentonitda/100 L. Ulterior, probele au fost stabilizate la rece la 9 °C si apoi imbuteliate. Toate
experimentele au fost realizate in aceste conditii.

b) Determinarea continutului total de polifenoli si a antocianinelor
Continutul total de polifenoli (TPC) a fost determinat prin metoda spectrofotometrica Folin—
Ciocalteu, utilizand acidul galic ca standard, iar rezultatele au fost exprimate in ug echivalenti
acid galic/mL (ug GAE/mL) (Singleton si colab., 1999). O proba de 0,5 mL a fost tratata cu 1,25
mL reactiv Folin—Ciocalteu (Merck, Darmstadt, Germania), diluat anterior 1:10 (v/v) cu apa
distilata. Dupa incubare timp de 5 minute la temperatura camerei, s-a adaugat 1 mL solutie de
Na,COs 60 g/L. Dupa 30 de minute de incubare la 50 °C, absorbanta a fost masurata la 750 nm
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utilizand un spectrofotometru UV-VIS (Specord 205, Analytik Jena Inc., Jena, Germania). Curba
de calibrare a fost realizata folosind acid galic in intervalul de concentratii 5-250 ug GAE/mL.
Antocianii monomerici (MA) au fost determinati prin metoda diferentiald de pH (Lee si colab.,
2005). Pentru aceasta, 1 mL de vin a fost diluat in doua solutii tampon: 14 mL tampon clorura
de potasiu (0,025 M, pH 1,0) si 14 mL tampon acetat de sodiu (0,4 M, pH 4,5). Dupa 15 minute
la temperatura camerei, absorbanta a fost masurata la 520 si 700 nm fata de apa deionizata.
Rezultatele au fost exprimate in mg echivalenti cianidind-3-glucozid/L (mg CGE/L), iar continutul
total de antociani a fost calculat utilizand o masa moleculara de 449,2 g/mol si un coeficient de
absorbtie molarad de 26.900 L/mol-cm.

c) Determinarea capacitatii antioxidante (FRAP)

Metoda de determinare a capacitatii antioxidante prin testul FRAP a fost fundamentata pe
protocolul propus de Benzie si Strain (1996). Tn cadrul acestei metode au fost utilizate doud
solutii de stoc: o solutie de FeCl3-6H,0 20 mM in tampon acetat 300 mM (pH = 3,6) si o solutie
de 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) preparata in HCl 40 mM. Solutia de lucru a fost obtinuta
prin amestecarea tamponului acetat, a solutiei TPTZ si a 10 mL solutie FeCl3x6H,0, dupa care a
fost incdlzitd la 37 °C Tnainte de utilizare. Thainte de analiz3, probele de vin au fost diluate in
raport 1:50 (v/v) cu apa distilata. Ulterior, o alicota de 0,5 mL din probele diluate a fost pusa in
reactie cu 2,5 mL din solutia de lucru, timp de 30 de minute la 37 °C, pentru dezvoltarea reactiei
de reducere a fierului.

d) Caracteristici cromatice
Intensitatea culorii (IC) si nuanta (N) probelor au fost determinate prin metoda
spectrofotometrica. Intensitatea culorii a fost calculata ca suma a absorbantelor masurate la
lungimile de unda de 420, 520 si 620 nm, utilizand o cale opticd de 1 cm. Nuanta (N) a fost
exprimata ca raport intre absorbanta la 420 nm si absorbanta la 520 nm, conform metodologiei
OIV (International Organisation of Vine and Wine, 2021).

e) Analiza statistica
Rezultatele, obtinute in triplicat, sunt prezentate ca medie * deviatie standard (SD). Analiza
statistica a fost realizatd utilizand software-ul DESIGN-EXPERT® versiunea 13 (Stat-Ease Inc.,
2020). Pentru evaluarea diferentelor semnificative statistic intre probe s-a utilizat analiza
variantei (one-way ANOVA), urmatad de testul post-hoc HSD Tukey. Coeficientul de corelatie
Pearson a fost calculat cu ajutorul software-ului JASP versiunea 0.17.1 (JASP Team, 2023)
pentru parametrii TPC, MA, FRAP, IC si N. Vinurile au fost grupate in functie de parametrii
tratamentului ultrasonic utilizand algoritmul Random Forest Clustering (JASP Team, 2023).
Acest algoritm Tmparte datele in clustere distincte, fiecare observatie apartinand unui singur

grup.
Probele tratate cu ultrasunete si proba martor au fost supuse microvinificatiei. Procesul de

macerare a fost realizat prin extractie secventiald pe o durata de 3, 5 si 7 zile. Dupa fermentare
si imbuteliere, scopul a fost evaluarea impactului parametrilor tratamentului cu ultrasunete de
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mare putere — amplitudinea (A) si timpul de tratament (t) — asupra parametrilor de calitate ai
vinului, Tn special asupra compusilor bioactivi precum continutul total de polifenoli (TPC),
continutul de antociani monomerici (MA), capacitatea antioxidanta FRAP, intensitatea culorii
(IC) si nuanta (N), in probele sonicate comparativ cu proba martor (C).

Tabelul 2.16 Efectele tratamentului ultrasonic asupra parametrilor vinului

Proba Macerare TPC MA FRAP IC N
(zile) (ng GAE/L) (umol
Fe2*/mL)

c3 870,32 £10,72 105,30 + 4,02 33,73+£1,11 6,61+1,21 1,14 £ 0,07
SM70/3 1407,78 £ 11,09 240,59 + 3,97 43,79 £ 0,99 23,39+1,75 1,14 + 0,09
SM70/4 1425,02 £10,54 250,82 £ 2,54 44,69 £ 1,23 22,12+ 2,05 1,27 £0,07
SM70/5 3 1715,31+9,63 224,51 +2,45 43,96 1,19 21,46 +£1,97 1,21+0,04
SM90/3 1491,13 + 14,21 240,46 £ 3,01 51,69 + 2,56 22,73 £ 2,06 1,24 £ 0,05
SM90/4 1778,54 £+ 11,58 239,89 +3,65 61,51 +3,01 22,42 + 2,37 1,20+0,10
SM90/5 1925,12 + 12,31 275,33 +£2,45 62,43+2,78 20,29+1,13 1,12+ 0,09

(65) 965,16 £ 10,54 206,87 £ 5,11 35,40+1,69 8,35+1,54 0,73 +£0,04
SM70/3 1169,23 + 11,23 234,28 £ 6,02 47,37 £3,47 9,54 + 1,50 0,69 +0,03
SM70/4 1378,94 + 10,62 241,95 +5,41 52,48 £ 2,56 12,17 1,21 0,77 £0,03
SM70/5 5 1795,79 + 9,36 318,14 £ 3,98 52,52+2,53 19,46 +1,74 0,81 +0,02
SM90/3 1522,74 + 11,45 302,83 £2,54 52,52 +2,55 13,63+1,34 0,74 £ 0,04
SM90/4 1562,98 *+10,35 337,15 £ 3,87 57,66 £ 3,04 13,93+1,49 0,71 +0,06
SM90/5 1689,44 + 14,21 382,54+3,41 51,19+ 2,98 24,85 +1,89 0,91 +£0,05

c7 778,34 +9,01 220,05 £ 2,58 35,15+1,65 8,68 +1,46 0,74 £0,07
SM70/3 1209,46 £ 10,36 191,97 +4,05 40,85 £ 2,55 16,98 + 2,03 0,79+0,03
SM70/4 1467,44 + 12,54 234,08 £ 3,09 57,28 + 3,14 11,58 £1,92 0,81 +0,05
SM70/5 7 1618,21 + 11,87 215,04 £ 2,96 58,49 + 2,85 17,31+1,47 0,81 +0,02
SM90/3 1536,61 + 11,25 288,83 £5,32 60,35+2,45 16,13 +1,25 0,75 +0,08
SM90/4 1434,61 + 9,89 275,78 £4,58 51,45+1,95 14,5+1,07 0,78 £ 0,07
SM90/5 1909,63 + 12,26 335,57 £4,56 59,27 +1,99 21,36 + 2,07 0,79 £ 0,04

Proba netratata (C); SW70/3 (A: 70%,; t: 3 min), SW70/4 (A: 70%; t: 4 min), SW70/5 (A: 70%; t: 5 min), SW90/3 (A:
90%; t: 3 min), SW90/4 (A: 90%; t: 4 min) si SW90/5 (A: 90%; t: 5 min); continut total de polifenoli (TPC); continut
de antociani monomerici (MA); capacitate antioxidanta prin reducere ferica (FRAP); intensitatea culorii (IC); nuanta
(N); rezultatele sunt exprimate ca valoare medie a celor trei replicari + deviatia standard (SD).

Studiul a analizat acesti parametri in probele martor (C) dupa 3 (C3), 5 (C5) si 7 (C7) zile de
macerare. De asemenea, au fost analizate probele tratate cu ultrasunete la amplitudini de 70%
si 90%, cu durate de 3, 4 si 5 minute, dupa 3, 5 si 7 zile de macerare. Probele au fost codificate
astfel: SW70/3 (A: 70%; t: 3 min), SW70/4 (A: 70%; t: 4 min), SW70/5 (A: 70%; t: 5 min), SW90/3
(A: 90%,; t: 3 min), SW90/4 (A: 90%; t: 4 min) si SW90/5 (A: 90%; t: 5 min), fiecare varianta fiind
realizata n triplicat. Determinarile analitice efectuate pe probele tratate cu ultrasunete si pe
probele martor, supuse diferitelor durate de macerare (3, 5 si 7 zile), urmate de microvinificare
si Tmbuteliere timp de trei luni, au evidentiat rezultate relevante (Tabelul 2.16). Deoarece este
vorba despre vinuri rosii, este important de luat in considerare impactul potential al
tratamentului compusilor colorati. Probele

ultrasonic asupra sonicate au prezentat

caracteristici cromatice distincte si concentratii mai ridicate de compusi bioactivi inca de la
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inceputul macerdrii comparativ cu probele netratate. Aceasta diferenta s-a mentinut pana la
finalul procesului de macerare (Maier si colab., 2023; Margean si colab., 2020).

e Efectele tratamentului ultrasonic asupra parametrilor vinului
Dupa o perioada de imbuteliere de trei luni, atat vinurile obtinute din struguri tratati cu
ultrasunete, cat si vinurile martor au prezentat o scadere a continutului total de polifenoli
comparativ cu valorile inregistrate la sfarsitul macerarii. Cu toate acestea, valorile TPC din
probele sonicate au ramas superioare celor din probele martor, indiferent de durata macerarii
(Tabelul 1). Continutul total de polifenoli a atins valori maxime pentru toate probele la finalul
macerarii si a scazut dupa imbuteliere, cu variatii cuprinse intre 1,12% pentru proba SW70/3
(1169,23 pg GAE/mL la finalul macerarii) si 64,62% pentru proba C3 (870,32 ug GAE/mL la
finalul macerarii). Aplicarea ultrasunetelor de mare putere asupra strugurilor sau in timpul
vinificatiei a demonstrat, in studii anterioare, o crestere a randamentului de extractie a TPC
(Ferraretto si colab., 2011; Pérez-Porras si colab., 2021). Alte cercetari au raportat absenta unei
degradari semnificative a polifenolilor dupa sonicatia vinurilor rosii (Natolino si Celotti, 2022).
n plus, ultrasunetele de mare putere au demonstrat un impact semnificativ asupra structurii
fenolice a vinurilor rosii, Tn special prin accelerarea procesului de invechire (Ferraretto si Celotti,
2016). De asemenea, acestea pot intensifica extractia polifenolilor din struguri in timpul
vinificatiei, efectele variind in functie de soiul de struguri (Gambacorta si colab., 2017). Totusi,
efectele specifice asupra polifenolilor din vin in timpul depozitarii sunt incad in curs de
investigare (Zhang si Wang, 2017b). Asa cum se observa in Tabelul 1, tratamentul cu
ultrasunete de mare putere (HPU) a determinat variatii semnificative ale densitatii optice (420,
520 si 620 nm) si ale continutului de antociani monomerici. Dupa o perioada de trei luni de
imbuteliere, s-a inregistrat o scadere semnificativa a valorilor intensitatii culorii pentru toate
probele, comparativ cu valorile obtinute la finalul macerarii, cea mai mare scadere fiind
observata pentru proba SW90/5, extrasa dupa 5 zile (24,85 la finalul macerarii). Cu toate
acestea, datele analizate indica faptul ca tratamentul ultrasonic a avut un efect pozitiv asupra
continutului cromatic. Toate probele sonicate, inclusiv cele extrase dupa 3 zile de macerare, au
prezentat valori semnificativ mai ridicate ale intensitatii culorii comparativ cu probele martor
(C7), variatiile situdndu-se intre 31,52% (proba SW70/4, extrasa dupa 5 zile) si 172,67% (proba
SW70/4, extrasa dupa 3 zile). Alte studii au raportat ca tratamentul ultrasonic influenteaza
evolutia proprietatilor de culoare si a compusilor fenolici majori in timpul depozitarii, cu efecte
similare intre vinurile tratate si netratate, dar cu modificari mai rapide in cazul probelor tratate
(Zhang si Wang, 2017a).
Conform altor cercetari, probele martor macerate timp de 48 de ore au prezentat cea mai
scazutd intensitate a culorii, insa diferentele fata de celelalte vinuri martor nu au fost
semnificative statistic. In mod similar, intensitatea culorii probelor sonicate macerate 48 de ore
nu a diferit semnificativ de vinurile martor expuse la contact cu pielitele timp de 7 zile (Pérez-
Porras si colab., 2021).
Continutul de antociani monomerici a fost, de asemenea, evaluat pentru toate probele imediat
dupa etapa de macerare. Dupa trei luni de Tmbuteliere, valorile au fost mai scazute,
inregistrandu-se o reducere intre 27,35% si 73,03%. Cea mai mica scadere a fost observata
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pentru proba SW90/4, extrasd dupa 7 zile (275,78 mg CGE/L la finalul macerarii). Aceasta
reducere este probabil cauzata de procese precum polimerizarea cu alti compusi fenolici si
reactiile de oxidare. Influenta tratamentului ultrasonic asupra continutului de antociani
monomerici este similard cu efectul asupra intensitatii culorii. Probele martor au prezentat cel
mai ridicat continut de antociani in varianta C7, insa probele sonicate au evidentiat variatii
semnificative comparativ cu martorul (Tabelul 1), cu cresteri intre 2,05% (SW70/3, extras dupa
7 zile) si 68,1% (SW90/4, extras dupa 7 zile). Conform Dalagnol si colab. (2017), extractia
asistatda de ultrasunete accelereaza rata de extractie a antocianilor. Este important de
mentionat ca antocianii liberi reprezinta principala sursa de culoare rosie in vinurile tinere, desi
acestia sunt instabili. Stabilizarea lor se realizeaza in principal prin condensarea cu taninurile,
formand aducte antocianinda—tanin stabile. Se estimeaza ca aproximativ 25% dintre antociani
pot suferi polimerizare cu molecule flavonoidice la finalul fermentatiei alcoolice, iar dupa un an
acest procent poate depasi 40% (He si colab., 2012a, 2012b). Capacitatea antioxidanta a crescut
pentru toate probele dupa perioada de Tmbuteliere, comparativ cu valorile de la finalul
macerarii. Cresterea activitatii antioxidante a variat intre 3,52% (SW90/5, extras dupa 7 zile) si
47,1% (SW70/4, extras dupa 5 zile). Aceasta crestere sugereaza ca probele sonicate au pastrat o
cantitate semnificativa de compusi fenolici, ceea ce a condus la valori FRAP mai ridicate.
Studiile anterioare au aratat ca compozitia fenolica a vinului este influentata de procesul de
vinificatie, existdand o corelatie semnificativd ntre compozitia fenolicd si capacitatea de
reducere a fierului (Lingua si colab., 2016). De asemenea, capacitatea antioxidanta este mai
strans legata de natura compusilor fenolici individuali decat de continutul total de polifenoli
(Banc si colab., 2020). Nuanta vinurilor dupa trei luni de imbuteliere a variat intre 0,54
(SW90/5, extras dupa 3 zile) si 0,72 (SW70/4, extras dupa 5 zile). O valoare mai mica a nuantei
indica o contributie mai mare a componentei rosii, in timp ce valori mai mari indica o tendinta
spre tonuri portocalii, asociate degradarii antocianilor si formarii de complexe cu taninurile.

e Corelatia dintre durata macerarii, nivelul amplitudinii si timpul de sonicare

Analiza statistica a datelor indica faptul ca parametrii investigati au fost influentati de trei
factori principali: nivelul amplitudinii, timpul de tratament ultrasonic si durata macerarii, atat
individual, cat si in interactiune. ANOVA a evidentiat diferente semnificative pentru continutul
total de polifenoli, antociani monomerici, capacitatea antioxidanta, intensitatea culorii si
nuanta vinurilor, in functie de conditile de procesare. Evolutia acestor parametri este
influentata de modificarile simultane ale duratei macerarii, procentului de amplitudine si
timpului de tratament. Coeficientii de corelatie indica R = 0,791 pentru TPC, 0,208 pentru MA si
0,518 pentru activitatea antioxidanta. Valorile R? ajustat aratd cd cei trei predictori pot explica:
60,4% din variatia TPC, 46,3% pentru MA, 22,4% pentru FRAP, 26,2% pentru intensitatea culorii
si 22,3% pentru nuanta. Studii anterioare au confirmat proportionalitatea directa dintre
amplitudinea traductorului si intensitatea ultrasunetelor, precum si cresterea efectelor
sonochimice odata cu cresterea amplitudinii (Mason si Lorimer, 2002). Analiza ANOVA confirma
faptul ca modelul este semnificativ statistic, iar predictorii inclusi, atat individual cat si prin
interactiuni, influenteaza semnificativ (p < 0,05) continutul de polifenoli totali, antociani
monomerici si capacitatea antioxidanta (FRAP) (Tabelul 2.17).
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Tabelul 2.17 Analiza efectului diferitilor factori asupra parametrilor vinului.

p-value

Factori TPC MA FRAP IC N
Timp macerare (zile) <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Ampitudine (%) <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,276
Timp ultrasonare (min,) <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,251
Timp macerare * Ampitudine <0,001 <0,001 <0,001 0,003 0,107
Timp macerare * Timp ultrasonare <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Ampitudine * Timp ultrasonare <0,001 <0,001 <0,001 0,038 0,302
Timp macerare * Ampitudine * Timp <0,001 <0,001 <0,001 0,394 0,280

ultrasonare

Semnificatia fiecarui parametru (valoare p); p < 0,05 semnificativ statistic si p < 0,001 semnificativ statistic Tnalt;
continut total de polifenoli (TPC); continut de antociani monomerici (MA); capacitate antioxidanta prin reducere
ferica (FRAP); intensitatea culorii (IC); nuanta (N).

Intensitatea culorii pare a fi influentata intr-o masura minima de interactiunea dintre nivelul
amplitudinii, timpul de tratament si durata macerarii. Totusi, este important de mentionat ca
nuanta vinurilor este influentata semnificativ de timpul de tratament si de durata macerarii.

e Evidentierea celor mai relevante variabile care diferentiaza vinurile prin analiza de
grupare

Random Forest clustering este un algoritm de partitionare durd care imparte datele in mai
multe clustere (grupuri), fiecare observatie apartindnd unui singur grup (JASP Team, 2023).
Aceasta abordare de clustering utilizeaza algoritmul Random Forest intr-o maniera
nesupervizata, variabila de iesire ,,y” fiind setata la NULL.
Setul de date al vinurilor contine rezultatele determinarilor analitice ale vinurilor produse prin
tehnologia traditionala (probe martor), precum si ale vinurilor obtinute din struguri zdrobiti si
tratati cu ultrasunete nainte de etapa de macerare. Cele 63 de probe (21 de probe analizate in
triplicat) includ rezultatele a cinci determinari analitice pentru fiecare proba. Variabilele
inregistrate sunt: TPC (ug GAE/mL), MA (mg CGE/L), FRAP (uM Fe?*/mL), IC si N.
Scopul utilizarii algoritmului Random Forest este identificarea celor mai discriminante variabile
intre vinuri. Mai precis, modelul de clustering Random Forest este optimizat in raport cu
valoarea BIC, care poate fi analizata prin diagrama ,elbow”.

Tabelele 2.18 si 2.19 prezinta date statistice de sinteza si performanta ale modelului, precum
criteriul informational Akaike (AIC) si criteriul informational bayesian (BIC).

Tabelul 2.18 Date statistice privind gruparea pe clustere

Numarul de Numarul de R? AIC BIC Coeficient de
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clustere probe silueta

5 63 0,638 162330 215910 0,220

AIC este un estimator al erorii de predictie si ofera un criteriu pentru selectia modelelor. BIC
este un criteriu de selectie a modelului dintr-un set finit de modele. Modelul preferat este cel
care prezinta cea mai mica valoare a BIC. BIC este strans corelat cu criteriul AIC si se bazeaza
partial pe functia de verosimilitate. Atunci cand modelele sunt comparabile, adaugarea de
parametri poate creste probabilitatea, Tnsa acest lucru poate conduce la suprapunere. Atat BIC,
cat si AIC introduc un termen de penalizare pentru numarul de parametri din model, pentru a
rezolva aceasta problema. Totusi, termenul de penalizare este mai mare in cazul BIC decét Tn
cazul AIC. Valoarea silhouette a modelului variaza intre -1 si 1, unde valoarea 1 reprezinta o
separare perfecta. Suma patratelor pentru fiecare cluster indica gradul de dispersie in interiorul
clusterului, in timp ce R? indica proportia de variatie explicata de model (Tabelul 2.19). Scorurile
silhouette descriu gradul de separare intre grupuri.

Tabelul 2.19 Gruparea si dimensiunile clusterelor

Cluster 1 2 3 4 5
Dimensiune (numar de probe) 9 11 16 14 13
Suma patratelor in cadrul grupului 19170 5998 36059 28188 229117
Coeficient de silueta 0,468 0,498 0,003 0,108 0,177

Tabelul 2.20 prezinta ierarhizarea variabilelor realizata de algoritmul Random Forest, in ordine
descrescatoare a importantei pentru gruparea probelor. Cea mai semnificativa variabila este
continutul total de polifenoli, urmat de capacitatea antioxidanta si intensitatea culorii vinurilor.

Tabelul 2.20. Importanta variabilelor in gruparea probelor

Parametrii Valoarea importantei
Continutul total de polifenloi 13796
Capacitatea antioxidanta 12996
Intensitatea culorii 12952
Antociani monomerici 12628
Nuanta 10089

Diagrama ,,Elbow” indica punctul in care adaugarea unui nou cluster devine inutila, cunoscut si
sub denumirea de ,punct de inflexiune” al curbei. Punctul rosu reprezinta valoarea minima a
criteriului BIC, metrica optimizata de model (Figura 2.14).
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- AIC == BIC — Within sum of sguaras

250

200

150 —

100

50

Figure 2.14 Diagrama Elbow

Figura 3 prezinta reprezentarea bidimensionala t-SNE, care ofera o imagine de ansamblu asupra
caracteristicilor determinate pentru probe. Figura 3 evidentiaza gruparea probelor in clustere
in functie de trei factori fixati care le-au influentat caracteristicile: amplitudinea, timpul de
tratament si durata macerarii.
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Figura 2.16 Reprezentare bidimensionala t-SNE care ilustreaza gruparea probelor.

Comparativ cu toate probele supuse tratamentului ultrasonic, probele martor, indiferent de
durata macerdrii, au finregistrat valori semnificativ mai scazute pentru toti parametrii
determinati (a se vedea Tabelul 2.16). Aceste probe martor au fost grupate intr-un cluster
separat (Clusterul 1).

A fost identificat un cluster (Clusterul 2) in randul probelor tratate cu ultrasunete. Acest cluster
a fost influentat atat de utilizarea unei amplitudini mai reduse (70%) in timpul tratamentului,
indiferent de timpul de expunere (3, 4 sau 5 minute), cat si de utilizarea unei amplitudini
crescute (90%) asociata unui timp scurt de tratament (3 minute). Ca urmare, pentru acesti
parametri s-au fnregistrat valori semnificativ mai mici ale tuturor indicatorilor analizati,
comparativ cu celelalte probe supuse tratamentului ultrasonic.

Clusterul 3 confirma influenta pozitiva a amplitudinii si a timpului de tratament asupra
proprietatilor vinurilor. Acesta evidentiaza, de asemenea, influenta duratei de macerare.
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Probele din Clusterul 3 au fost extrase dupa 5 zile, cu 2 zile mai mult decat probele din Clusterul
2. In acelasi cluster este inclusd si o probd supusd unei maceradri de 7 zile, dar tratatd cu
amplitudine redusa (70%) timp de doar 3 minute.

Clusterul 4 si Clusterul 5 grupeaza probele supuse tratamentului ultrasonic cu amplitudine
crescutd (90%) timp de 4 sau 5 minute, indiferent de durata macerarii, precum si doua probe
tratate cu amplitudine mai redusa (70%) timp de 4 sau 5 minute, dar cu o durata de macerare
de 7 zile. Aceste clustere au inregistrat cele mai ridicate valori pentru toti parametrii analizati ai
probelor de vin.

Din aceste rezultate se poate deduce ca efectele tratamentului ultrasonic variaza semnificativ in
functie de parametrii utilizati.

Dupa o perioada de trei luni de imbuteliere, s-a observat o scadere a continutului total de
polifenoli comparativ cu valorile inregistrate la finalul macerarii, atat in vinurile obtinute din
struguri tratati cu ultrasunete, cat si in probele martor, valorile din probele tratate ramanand
totusi mai ridicate decat cele ale martorilor, indiferent de durata macerarii-fermentarii
acestora. Totusi, Tn cadrul fiecarei serii (D3, D5 si D7), aceastd scadere a fost influentata de
variatia parametrilor tratamentului ultrasonic. Efectul pozitiv al tratamentului ultrasonic
asupra intensitatii colorante este evident, intrucat toate probele tratate cu ultrasunete,
inclusiv cele extrase dupa 3 zile de macerare, au prezentat valori semnificativ mai mari ale
intensitatii culorii comparativ cu valoarea maxima a probelor martor (C7), variind intre
31,52% (proba SW70/4, extrasa dupa 5 zile) si 172,67% (proba SW70/, extrasa dupa 3 zile). in
concluzie, tratamentul ultrasonic a modificat semnificativ culoarea vinului, efect considerat
benefic pentru calitate, in special in cazul vinurilor tinere, unde culoarea reprezinta un criteriu
esential de evaluare. Continutul de antociani monomeri al probelor sonicate a prezentat variatii
semnificative comparativ cu maximul probelor netratate, cu o crestere cuprinsa intre 2,05%
(proba SW70/3 min, extrasa dupa 7 zile) si 68,1% (proba SW90/4 min, extrasa dupa 7 zile).
Valoarea maxima a antocianilor in probele martor a fost determinata pentru proba extrasa
dupa 7 zile. Analiza statistica a datelor arata ca amplitudinea, timpul de tratament ultrasonic si
durata macerarii influenteaza semnificativ (p < 0,05) continutul total de polifenoli, antocianii
monomeri si capacitatea antioxidanti. Tn plus, intensitatea culorii nu este influentatd
semnificativ de interactiunea dintre amplitudine, timpul de tratament si durata macerarii, in
timp ce nuanta vinului este influentata semnificativ doar de timpul de tratament si durata
macerarii. In plus, pentru identificarea variabilelor cu putere de diferentiere intre vinuri, a fost
utilizat algoritmul de grupare Random Forest. Acesta a evidentiat ca variabila cu cea mai mare
importanta este continutul total de polifenoli, urmat de activitatea antioxidanta si intensitatea
culorii vinurilor. Toate probele martor au inregistrat constant valori mai mici pentru toti
parametrii analizati si au fost grupate separat, in timp ce probele tratate cu ultrasunete au fost
impartite In patru clustere, confirmand faptul ca efectele tratamentului variaza semnificativ in
functie de parametrii utilizati (amplitudine si timp). Cu toate acestea, sunt necesare cercetari
suplimentare pentru a intelege pe deplin implicatiile tratamentului cu ultrasunete asupra culorii
vinului si a caracteristicilor organoleptice, precum si fezabilitatea economica si posibilitatea de
scalare a implementarii ultrasunetelor de mare putere in procesele de vinificatie.
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1.2.1.2 Optimizarea patametrilor de calitate ai otetului afine prin utilizarea de tehnologii
neconventionale

Tn cazul acestei directii de cercetare, studiile s-au centrat pe extractia de polifenoli si antociani
si capacitatea antioxidanta a unor variante de otet obtinute din substraturi alcoolice continand
sucuri de afine tratate cu ultrasunete.

Ultrasound Treatment Influence on Antioxidant Properties of Blueberry Vinegar, 2023.
Fermentation, 9(7), 600. https://www.mdpi.com/2311-5637/9/7/600

Datorita continutului lor de polifenoli, afinele (Vaccinium muyrtillus L) reprezintda o sursa
valoroasa de arome naturale si antioxidanti pentru oteturi. Prin utilizarea ultrasunetelor,
continutul acestor compusi valorosi poate fi imbunatatit in conditii bune.

n continuare au fost efectuate cercetdri privind evaluarea continutului total de polifenoli (CTP),
continutului total de antocianine (CTA) si capacitatea antioxidanta (lucrand cu teste ABTS si
DPPH) a mai multor probe obtinute prin procesul de fermentatie a sucurilor de afine tratate cu
ultrasunete. Sucul obtinut din fructele de afin a fost stimulat cu ultrasunete (folosind o
frecventa de 20 kHz) la amplitudinile A40%, A60% si A80% (A) timp de trei, patru sau cinci
minute. Dupa realizarea studiului de optimizare, valorile optime pentru variabile au fost
amplitudinea A78,50% si timpul 3,96 minute, iar pentru parametri au fost determinate
urmadtoarele valori prevazute: CTP 628,01 mgGAE/L, CTA 22,79 mg C3G/L, ABTS 391,7
pmol/100mL si DPPH 229,17 umol/100mL. Tratamentul cu ultrasunete pentru toate probele de
otet de afine a avut efecte benefice asupra imbogatirii cu polifenoli si substante de antocianina,
imbunatatind antioxidantul si calitatea otetului de afine.

Prin urmare, obiectivul studiului a fost de a optimiza (utilizdnd RSM) extractia de polifenoli si
antociani si capacitatea antioxidanta a unor variante de otet obtinute din substraturi alcoolice
continand sucuri de afine tratate cu ultrasunete.

a) Analiza materiei prime (afine) si a sucurilor de afine obtinute

Aciditatea titrabila (TA), pH-ul si substanta uscata solubila (solide solubile totale, TSS indicator
exprimat in °Brix) a materiei prime, a sucului de afine si a sucului de afine diluat cu apa sunt
prezentate in Tabelul 2.21.

Tabelul 2.21. Aciditatea titrabila, pH-ul si substante solide totale a fructelor de afine (materie
prima), sucului de afine si sucului de afine diluat cu apa

Material testat Aciditate titrabila (%) TSS (°Brix) pH TSS/TA
Afine 1,29+0,02 12,28+0,47 3,0210,14 9,44
Suc de afine 0,94+0,01 13,02+0,26 3,1710,29 12,48
Suc de afine diluat cu apa 0,75+0,01 10,00+0,00 3,3+0,00 11,76

Fiecare valoare reprezinta media a trei determinari £ deviatia standard (n = 3).

Continutul total de fenoli (CTP), continutul total de antociani (CTA) si potentialul antioxidant,
exprimat ca test ABTS si test DPPH, al fructelor de afine (materie prima) si al sucurilor de afine
utilizate sunt prezentate in Tabelele 2.22 si 2.23.
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Tabelul 2.22. Continutul total de fenoli, continutul total de antociani si potentialul
antioxidant al fructelor de padure

Materie prima CcTP CTA ABTS DPPH
(mg GAE/100g) (mg C3G/100g) (umol TE/g) (umol TE/g)
Afine 642,37+0.241 80,28+0,821 38,36+6,03? 27,58+0,5!
5246,94+19.49? 651,46+6,67° 312,38+0,742 224,59+5,942

valorile sunt specificate la masa proaspata (FW); 2Valorile sunt specificate la substanta uscata
(DW). Fiecare valoare reprezinta media * deviatia standard (n = 3)

Tabelul 2.23. Continutul total de fenoli, continutul total de antocianine si potentialul
antioxidant al sucurilor de afine utilizate in proces

Materie prima CTP CTA ABTS DPPH
(mg GAE/L) (mg C3G/L) ( pmol TE/100mL) (umol TE/100mL)
(mg GAE /100gDW) (mg GAE /100gDW) (umol TE/g DW)) (umol TE/g DW)
Suc de afine 1364,52+46,4! 195,28+11,54! 798,2+18,433 653,9+25,183
1048,0+3,562 149,98+8,822 68,9+7,40% 50,22+14,72%
Suc de afine 972,18+23,4! 142,46+2,801 600,3+38,193 482, +28,30°
diluat cu apa 972,1+23,42 142,46+2,80? 60,03+3,80* 48,27+16,50*

Y valorile exprimate in mg GAE/L (FW). 2 Valorile exprimate in mg GAE/100 g DW. 3 Valorile
exprimate in pmol TE/100 mL FW. 4 Valorile exprimate ih umol TE/g DW. FW masa material
proaspat. DW substanta uscata

Valorile medii ale acidit&tii oteturilor obtinute in acest studiu sunt prezentate in figura 2.17. In
general, valorile aciditatii au fost similare cu datele prezentate de Fonseca et. al pentru
oteturile de afine (Da Silva Fonseca s.a., 2018). Valoarea maxima a continutului de acid acetic
(4,307%) a fost obtinuta pentru varianta A805 (Figura 2.17).

Conform lui Tarhon M.C. si conform legislatiei romane, oteturile de fructe trebuie sa aiba o
aciditate minima de 3,5 g/100 mL acid acetic si pot prezenta un continut maxim de etanol
rezidual de 1 g/L (Tarhon, 2006).

Oteturile obtinute Tn acest studiu au fost conforme cu legislatia. Legislatia nu stabileste
valoarea maxima pentru continutul de acid acetic al otetului, dar otetul cu o aciditate care
depaseste 5.5% poate fi respins de consumatori (Da Silva Fonseca s.a., 2018).

5004 Numarul zilelor de fermentatie

M Ozile M 15zile 30 zile 50zile

Media valorilor aciditatii titrabile (%)

B B403 B404 B405 B603 B604 B605 B803 B804 B805

Variantele de oteturi Bare de erori: +/- SD

Figura 2.17. Valoarea medie a aciditatii (% acid acetic) a variantelor de otet de afine obtinute
utilizand substraturi tratate cu ultrasunete (grafic al formarii acidului acetic in diferite etape ale
fermentatiei acetice). Datele au fost exprimate ca valori medii a 3 determinari + deviatia
standard. Valorile cu litere diferite diferd semnificativ prin ANOVA si testul Duncan (p<0.05)
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b) Continutul total de fenoli si continutul total de antocianine al oteturilor de affine

Valorile medii ale continutului total de polifenoli, continutului total de antocianine si
potentialului antioxidant, exprimate ca test ABTS si test DPPH, ale oteturilor de afine obtinute
utilizdnd procesul descris in capitolul material si metode sunt prezentate in Tabelul 2.24.

Tabelul 2.24. Valorile medii ale substantelor solide totale, continutului total de polifenoli,
continutului total de antociani monomerici si potentialului antioxidant al oteturilor de afine

TSS CTP CTA ABTS DPPH

(°Bx) (mg (mg GAE (mg (mg GAE (umol '(I}ILETOI (umol _(I_LETOI

GAE/L) /100gDW)  C3G/L) /100gDW)  TE/100mL) DW“;’ TE/100mL) DWg)

A 86 431,33+ 501,55+ 13,46+ 15,65+ 209,18+ 24,32+ 137,41+ 15,98+

’ 24,72¢ 28,748 3,224 3,72¢ 42,60¢ 49,53¢ 11,35¢ 13,20°

AG03 86 441,41+ 513,27+ 15,25+ 17,73t 220,63+ 25,65+ 146,68+ 17,06+
’ 51,11 58,75¢ 1,32¢ 1,52¢ 37,22¢ 42,78¢ 16,42¢ 18,87¢°

AS03 86 455,45+ 529,59+ 16,07+ 18,69+ 244,29+ 28,41+ 150,66+ 17,52+
’ 38,36e 43,44° 1,96¢ 2,22 25,87¢ 29,30° 11,85¢ 13,42¢°

AQO3 85 486,77+ 572,67+ 16,45+ 19,35+ 260,34+ 30,63+ 139,99+ 16,47+
’ 25,30% 29,429 2,18 2,53 18,00¢% 20,9¢% 19,07¢ 22,17¢

AGOL 87 475,88+ 546,99+ 16,05+ 18,45+ 300,62+ 34,55+ 155,02+ 17,82+
’ 38,39¢ 44,13¢ 2,60 2,99¢ 34,13 39,23¢  13,00¢ 14,94°

ASO5 87 601,84+ 691,77+ 21,08+ 24,23+ 363,69+ 41,80+ 217,10+ 24,95+
! 30,26% 33,62% 2,44% 2,71@b 14,50° 16,11° 12,0220 13,36%°

AGO5 85 547,63+ 644,27+ 18,61+ 21,89+ 350,51+ 41,24+ 187,56+ 22,07+
’ 19,220¢ 22,61°¢ 1,50b¢ 1,76 25,26 29,72 11,07 13,02

AS04 883 536,53+ 607,62+ 20,74+ 23,49+ 317,31+ 35,94+ 179,96+ 20,38+
’ 24,00 26,67 1,86%° 2,072 25,04bc 27,82  12,04¢ 13,38¢

AQOA 90 643,05+ 714,50+ 23,29+ 25,88+ 417,19+ 46,35+ 238,04+ 26,45+
’ 28,05° 32,62° 1,342 1,562 37,532 43,642 14,18° 16,49°

AQOS 9.0 588,15+ 653,50+ 21,15+ 23,50+ 361,03+ 40,11+ 204,56+ 22,73+
’ 27,393 32,22°b¢ 2,382 2,80% 17,93 21,09° 11,335 13,330

Datele au fost exprimate ca medie a 3 determinari + deviatie standard. Valorile cu litere diferite
difera semnificativ prin testul ANOVA si testul lui Duncan (p<0.05).

Pentru a intelege influenta tratamentelor cu ultrasunete asupra compusilor biologic activi ai
oteturilor de afine si pentru a imbunatati nivelurile acestor substante valoroase, a fost folosita
Metoda suprafetei de raspuns. Toate ecuatiile polinomiale matematice referitoare la indicatorii
oteturilor obtinute in acest studiu sunt prezentate ca rezultate ale RSM. Astfel, in scopul
optimizarii procesului pentru cresterea nivelului de CTP si CTA, a fost folosit urmatorul model
polinomial conform formulelor 2.8 si 2.9:

CTP (mg GAE/L) = 601.81 + 57.73 x X1 + 30.90x X> — 28.46x X1 — 55.83x Xo? + 1.57x X1x X,
CTA (mg C3G/L) =21.08 + 2.55% X; —0.6538* X, — 0.7289% X1 — 1.90% X, — 0.1972 % X1 % X,

unde X; indica amplitudinea ultrasunetelor, iar Xz se refera la durata tratamentului.

Aceste modele indica efectul amplitudinii si timpului asupra valorilor de CTP si CTA in otetul de
fructe, ca rezultat al RSA, utilizand planul experimental prezentat in Tabelul 2.25.
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Tabelul 2.25. Raspunsurile masurate in planul experimental (RSA)

Probe (ID)  Variabile independete Variabile dependente

Amplitudine Timp Rezultat1l Rezultat 2 Rezultat 2 Rezultat 3
(X1) (X2) CTP CTA ABTS DPPH
(mg (mg (umolITE/100mL) (umolTE/100mL)
GAE/L) C3G/L)

B - - 431,33 13,46 209,18 137,41

1 (A603) 60 3 475,88 16,05 300,62 155,02
2 (A803) 80 3 536,53 20,74 317,31 179,96
3(A403) 40 3 441,41 15,25 220,63 146,68
4(A604) 60 4 600,19 21,01 363,43 216,94
5(A604) 60 4 605,32 21,11 364,44 217,88
6(A805) 80 5 588,15 21,15 361,03 204,56
7(A605) 60 5 547,63 18,61 350,51 187,56
8(A604) 60 4 600,21 21,05 363,32 216,44
9(A804) 80 4 643,05 23,29 417,19 238,04
10(A604) 60 4 603,28 21,13 363,42 217,88
11(A404) 40 4 455,45 16,07 244,29 150,66
12(A604) 60 4 600,19 21,12 363,84 216,37
13(A405) 40 5 486,77 16,45 260,34 139,99

Datele au fost exprimate ca medie a 3 determinari + deviatie standard. Valorile cu litere diferite
difera semnificativ prin testul ANOVA si testul lui Duncan (p<0,05).

Rezultatele referitoare la analiza variantei (ANOVA) pentru raspunsuri in cazul CTP (mg GAE/L)
si CTA (mg C3G/L) al probelor de otet de fructe la diferite niveluri de amplitudine si timp sunt
prezentate in Tabelul 2.26.

in cazul probelor tratate initial cu ultrasunete cu amplitudinea de 80% timp de 4 minute,
valorile CTP au fost cele mai mari (643,2 mg GAE/L). Cea mai mica valoare a CTP a fost gasita in
probele tratate cu ultrasunete cu amplitudinea de 40% timp de 3 minute (441,4 mg GAE/L)
(Figura 2.18).

Referitor la CTA al probelor, cea mai micd valoare a fost raportata la 3 minute si cu o
amplitudine de 40%, in aplicatia 3 (15,31mg C3GE/L) (Tabelul 2.25). Cea mai mare valoare a CTA
a fost identificata in varianta tratatda cu amplitudinea de 80% timp de 4 minute (23,29mg
C3GE/L) (Tabelul 2.25).

Modificarea valorilor CTP si CTA, in functie de timpul si amplitudinea ultrasunetelor, este
prezentatd in figurile 2.18 si 2.19. Tn modelul de optimizare, s-a determinat cd CTP a fost de
628,02 mg GAE/L si CTA a fost de 22,79 mg C3G/L, dupa 3.96 minute si tratament cu
amplitudinea de 78,50%, s-a constatat o crestere cu 45,6% pentru CTP, comparativ cu controlul
netratat, si respectiv o crestere cu 69,3% a fost identificatd pentru valoarea CTA.

59



Teza de abilitare Prof.dr. ing. Vasile PADUREANU

Factor Coding: Actual
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Figura 2.18 Suprafata de raspuns care arata efectul timpului (minute) si amplitudinii (A%) a
tratamentelor cu ultrasunete asupra compusilor bioactivi ai oteturilor de afine: CTP (mg GAE/L)
Rezultate similare (referitoare la efectele pozitive ale tratamentelor cu ultrasunete asupra CTP-
ului otetelor) au fost raportate de Yikmis si colab. pentru otet de mere si de rosii, de Lieu si
colab. pentru suc de struguri, de Brezan si colab. pentru cidru de mere si de Bhat si colab.
pentru suc de lime (Yikmis, 2019; Yikmis s.a., 2021; Brezan, 2020; Lieu si Le, 2010; Bhat s.a.,
2011).

Factor Coding: Actual

TAC (mg €36/0) SUPRAFATA 3D AOTETURILOR DE AFINE

Design Points:
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O .
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B: Timp (min) ' “ A: Amplitudine (%)

Figura 2.19 Suprafata de rdspuns care arata efectul timpului (minute) si amplitudinii (A%) a tratamentelor cu
ultrasunete asupra compusilor bioactivi ai oteturilor de afine: CTA (mg C3G/L)

c) Capacitatea antioxidanta a oteturilor de fructe de padure

60



Teza de abilitare Prof.dr. ing. Vasile PADUREANU

Tn scopul optimizérii procesului pentru cresterea nivelului de ABTS si DPPH, a fost utilizat
urmatorul model polinomial conform formulelor 2.10 si 2.11:

ABTS (umol TE/100mL)=363,69 + 55,23 x X1 + 19,25 x X, — 26,06 x X12—28,64x X%+ 1,01x Xix Xz (2.10)
DPPH(umol TE/100mL) = 217,1 + 27,68 % X149,64 % X, — 14,55 % X12 — 28,41 % X%+ 7,82 % X1x X, (2.11)
unde X; indica amplitudinea ultrasunetelor, iar X, se refera la durata tratamentului.

Tabelul 2.27 prezintd rezultatele analizei ANOVA pentru valorile ABTS (umol TEAC/100 mL) si
DPPH (umol TEAC/100 mL) ale probelor de otet de fructe de pddure. In acest studiu, s-a
identificat un coeficient de determinare (R? = 0,8607 pentru ABTS si R? = 0,9189 pentru DPPH)
pentru a satisface nivelul cerut.

B? 4946,38 1 4946,38 54,53 0,0002 *
Lack of Fit 632,73 3 210,91 381,58 <0,0001 -
R?=0,9527; Adjusted R2=0,9189; Std. Dev.=9,41; Media= 190,66; C.V. %=4,94

SS= Suma patratelor abaterilor; DF= numarul gradelor de libertate; MS= media patratica; p=
nivel de incredere

Variatia valorilor ABTS si DPPH, in functie de variabilele US (amplitudinea si timpul), este
prezentatad in Figurile 2.20 si 2.21.

La finalul optimizarii, s-a constatat ca ABTS a fost de 363,69 (umol TE/L) si DPPH respectiv
217,102 (umol TE/100 mL) cu un tratament de 3,96 minute si amplitudine de 78,50% (Figura
2.22).

OTETURI DE AFINE

ABTS (mM T8/100mL)
Deugn Part
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Figura 2.20. Suprafata de raspuns care arata efectul timpului (minute) si amplitudinii (A%) a
tratamentelor cu ultrasunete asupra potentialului antioxidant al oteturilor de afine: test ABTS
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Figura 2.21. Suprafata de raspuns care arata efectul timpului (minute) si amplitudinii (A%) a

tratamentelor cu ultrasunete asupra potentialului antioxidant al oteturilor de afine: (b) test
DPPH
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Figura 2.22. Ploturile de contur care indica valorile optime prezise pentru toate raspunsurile
(valorile prezise ale parametrilor pentru amplitudinea de 78,50% si perioada de timp de 3,96
minute a tratamentului cu ultrasunete). Cl (%) pentru CTP (612,715; 643,31), pentru CTA
(22,4769; 23,1216), pentru ABTS (366,732; 416,689) si pentru DPPH (218,104; 240,227)

Cea mai mica valoare a DPPH (umol TE/L) a fost determinata in proba tratatd timp de 5 minute
si amplitudine de 40% in aplicatia 13 (139,1umol TE/100mL); cea mai mare valoare a DPPH a
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fost detectatda Tn proba tratatda cu amplitudinea de 80% timp de 4 minute (238,9umol
TE/100mL).

Capacitatea antioxidanta mentionata in acest studiu este mai mare decat cea raportata de
Arvaniti s.a. (2019) pentru oteturile grecesti comerciale si facute in casa (din cidru de mere) si
similard cu cea specificatd de Fonseca s.a. (2018) pentru otetul de afine si miere obtinut
folosind un alt proces de fermentatie. Dupa cum au afirmat Wang s.a. (2017), radicalii ABTS si
DPPH au o compozitie stereo-chimica diferita si, in consecinta, confera, dupa interactiunea cu
antioxidantii, o reactie calitativ diferita pentru dezactivarea radicalilor. Prin urmare, este clar ca
este necesarda mai mult decat o singurd analiza pentru a furniza cantitatea de informatii
necesare pentru a estima potentialul antioxidant.

Figura 2.22 aratd ca este probabil sa se obtina o gama satisfacatoare de antioxidanti prin
aplicarea unei amplitudini A78,50% si a unei perioade de timp de 3,96 minute, iar acest fapt se
datoreaza probabil sensibilitatii ridicate a fenolilor la aceste conditii.

d) Analiza HPLC a compusilor fenolici

Tn acest studiu, au fost identificate patru compusi fenolici (acid elagic, acid galic, acid ferulic si
acid clorogenic) in mai multe probe alese in functie de rezultatele obtinute utilizdnd
optimizarea modelului. Nivelul acestor antioxidanti in oteturi obtinute folosind substraturi
tratate cu ultrasunete la amplitudinea 80% si 60% pentru 4 si 5 minute si substraturi netratate
sunt prezentate in Tabelul 2.28.

Tabelul 2.28. Compusi fenolici identificati in probele de oteturi prin HPLC

Proba Acid Elagic Acid Galic Adic Ferulic Acid Clorogenic
(ng/100mL) (ng/100mL) (ng/100mL) (ng/100mL)

A 1,781+0,085¢ 21,466+2,72¢ 1,506+0,038¢ 17,422+1,083°

A804 3,347+0,026° 35,22+1,03? 2,538+0,116° 18,801+0,995°

A805 3,27140,018 34,065+0,85° 1,967+0,047° 8,588+0,084¢

A604 3,062+0,104¢ 28,215+1,34¢ 1,59+0,062°¢ 14,238+1,027°¢

A605 2,353%0,163¢ 21,914+2,78¢ 1,5360,009< 8,447+0,082¢

Datele au fost exprimate ca medie a 3 determinari + deviatie standard. Valorile cu litere diferite
difera semnificativ prin testul ANOVA si testul lui Duncan (p<0,05).

Dupa cum se poate observa in acest tabel, nivelul tuturor compusilor fenolici testati prin HPLC a
fost cel mai ridicat in proba de otet A804 (ID din Tabelul 2.28). Acest otet a fost obtinut folosind
A 80% timp de 4 minute, aceste valori ale parametrilor de tratament fiind foarte apropiate de
cele inregistrate dupa aplicarea modelului de optimizare (A 78,5%, 3,96 minute).

Figura 2.23 prezinta rezultatele analizei senzoriale a probelor de otet de afine. Nu s-au
inregistrat diferente semnificative din punct de vedere statistic intre toate probele in ceea ce
priveste gustul oteturilor. Proba A804 (8,18) (ID din Tabelul 2.23) a fost proba preferata in ceea
ce priveste evaluarea culorii (8,27), intensitatea aromatica (8,18), mirosul intepator (7,07) si
evaluarea generala a impresiei (8,18) (p < 0,05).

Au existat diferente semnificative intre probe la p<0,05 si n.s. fara diferenta statistica.
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Alti cercetatori au raportat, de asemenea, o imbunatatire a evaluarilor senzoriale datorita
tratamentelor cu ultrasunete utilizate in procesarea diferitelor sucuri de fructe (Jambrack s.a.,
2017).

Al 005 i
oma [p005 IMirez deacetat

deetil (n.S.

Impreziigenen le (nz |

Figura 2.23 Rezultatele analizei senzoriale pentru oteturile de afine
e) Productia variantelor de otet de afine

Afinele proaspete au fost sortate, zdrobite mecanic (cu un mixer) si sucul de afine a fost obtinut
in conditii de laborator folosind un extractor de suc centrifugal Bosch MES3500 (700 W) (Bosch
GmbH, Stuttgart, Germania) urmand o procedura tipic aplicatad la scara casnica. Sucul clar de
afine obtinut a fost utilizat pentru producerea otetului conform schemei tehnologice
prezentate in figura 2.24.

Tn primul rand, sucurile de afine au fost diluate cu ap3 pentru a obtine substraturi cu substante
solubile totale de 10 °Brix. Apoi, aceste substraturi au fost amestecate cu etanol (7%, v/v) si
glucoza (4%, w/v), si otet de mere (10%, v/v, pentru acidificare). Un amestec comercial de
saruri minerale (0.03%, w/v; Acetozym® (Heinrich Frings GmbH & Co, SUA)) a fost folosit pentru
a suplimenta substraturile. Dupa tratamentul cu ultrasunete, acest substrat, avand suficient
alcool pentru fermentatia acetica, a fost inoculat (in raport de 10%, v/v) cu o cultura de bacterii
acetice pregatita conform lui Cunha si Fonseca (Da Cunha s.a., 2016; Da Silva Fonseca s.a.,
2018). Astfel, un volum de 200 mL de substrat tratat cu ultrasunete a fost transferat in borcanul
de sticla si inoculat cu 20 mL de cultura de bacterii. Volumul total pentru toate variantele a fost
de 220 mL, iar temperatura a fost setata la 30°C

e Aciditate titrabild, pH si Substante Solubile Totale
Valorile pH-ului, aciditatii titrabile (% acid acetic) si substantelor solubile totale au fost
determinate pentru substraturi (inainte de fermentatie) si pentru probele de otet.

e Tratamentul cu ultrasunete
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Tnainte de inoculare, substraturile au fost tratate cu ultrasunete (VCX-750, Sonics & Materials,
Inc. Newtown, CT, SUA) folosind o frecventa continua de 20 kHz, o amplitudine de A40%, A60%
si A80% si o putere de 750 W pentru perioade de 3, 4 si 5 minute pentru mostre de 19 mm si
500 ml ca amestec (Brezan s.a., 2020).

e Design experimental factorial

Variantele de otet de afine au fost analizate folosind software-ul de analiza statistica Minitab
(Minitab 18.1.1) si metodologia RSM (metoda suprafetei de raspuns), pentru a optimiza efectul
tratamentelor cu ultrasunete asupra proprietatilor antioxidante ale produselor. Ca plan
experimental, a fost aleasda o proiectare compusa centrala. A fost creat si conceput un
experiment factorial complet cu doi factori si trei niveluri. Amplitudinea (X1) si timpul (X2)
tratamentelor cu ultrasunete au fost alese ca argumente, iar continutul total de fenoli,
continutul total de antociani, valorile DPPH si ABTS au fost variabilele dependente (raspunsurile
designului). Modelul a fost creat folosind o ecuatie polinomiala. Tabelul 2.21 prezinta aplicatiile
testate (probele ID) utilizate pentru optimizare.

Suc de afine diluat cu apa
(10°Brix, 0.85% aciditate, pH 3.3) 2L

. Otet oA
Inocul fd.e cultu@ Glucozs Alcool (perin addificie Acetozym?® (saruri minerale,
a bacteriilor acetice (4%, w/v) (7%, v/v) oH 3.0) extract de drojdie) (0.03%)

: . : y

Prepararea substratului alcoolic
(amestec manual, distribuit in 10 recipiente de sticla, 200ml/recipient)

.

Substrat alcoolic distribuit in 9 recipiente

‘ Tratamente ultra-sunete A40%, A60%, AB0% pentru 3,4,5 minute,
20kHz, 750W
Substrat alcoolic Substrat tratat ultrasunere
netratat (200 mL) (9 variante 200mL)
—>| Inoculare, 20mL Linoculum/variant (10%) I

v

Fermentarea acidului acetic prin cultura de suprafata
efectuatd in recipiente de sticla, timp de 50 de zile la 30°C

:

Maturare (7 zile)

:

Otet de fructe

Figura 2.24 Principalele etape din procesul de obtinere a otetului de afine (Abrevieri: US =
ultrasunete)
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e Continutul total de fenoli (CTP) si continutul total de antociani monomeri (CTA)

Continutul total de fenoli (CTP) al probelor a fost analizat folosind metoda Folin—Ciocalteu
(Singleton s.a.,1999) utilizand un spectrofotometru cu pldci (Tecan, SunRiseTM, software
MagellanTM, Mannedorf, Elvetia). CTP a fost indicat in miligrame echivalente de acid galic
(GAE) raportate la litrul de otet, respectiv in miligrame echivalente de acid galic raportate la
100 g DW (dry weight, substanta uscata).

Antocianii monomerici totali au fost determinati folosind metoda diferentiala de pH, iar
absorbanta a fost masurata pe un spectrofotometru DR2800 (Hach Lange, Loveland, SUA)
(Wang H s.a., 2017). Rezultatele au fost raportate ca mg de cianidin 3-O-glucozida (C3G) pe litru
de otet, respectiv pe 100 g DW (substanta uscata).

e Metoda ABTS. Potentialul antioxidant al variantelor de otet in reactie cu radicalul ABTS
(acid 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonic) (ABTS-+) a fost determinat conform
unei metode descrise de Re et al. (Re R s.a., 1999). Standardele Trolox au fost utilizate
pentru a genera curba de calibrare. Rezultatele au fost raportate in pumol echivalenti
Trolox per litru de otet (umol TE/L) si per gram de substanta uscata (umol TE/g DW).

e Metoda DPPH Testul cu 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) a fost efectuat conform unei
metode descrise de Kumara s.a. (Kumaran si Karunakaran, 2006). Absorbtia a fost
analizata la 517 nm (spectrofotometru DR2800, Hach Lange, Loveland, SUA) avand
metanolul ca proba martor. Capacitatea antioxidanta a probelor Tmpotriva radicalilor
DPPH a fost exprimata ca micromoli echivalenti Trolox per 100 mL de otet (umol
TE/100mL) si per gram de substantda uscata (umol TE/g DW), folosind o curba de
calibrare realizata anterior.

e Analiza HPLC Profilul compusilor polifenolici a fost determinat prin cromatografie lichida
de Tnaltd performantd (HPLC) conform metodei descrise de Abdel-Hameed si colab. (Abdel-
Hameed s.a., 2013). Separarile au fost efectuate folosind un cromatograf Agilent Technologies
1200 echipat cu detector UV-DAD, utilizand o coloana de 250 mm x 4 mm Licrocart (Licrospher
PR-18 5um) (Merck, Darmstadt, Germania) operata la 30 °C. Toate datele inregistrate au fost
procesate folosind software-ul Agilent Chem Station B.04.03 (Agilent, SUA). Faza mobila a
constat din apd/acid acetic (97:3, v/v) (eluent A) si acetonitril (eluent B) la un debit de 1
mL/min. Profilul gradientului liniar a fost urmatorul: 97% A (0 min), 97-91% A (5 min), 91-84%
A (5-15 min), 84-65% A (15-20,8 min), 65-64,5% A (20,8-36 min), 64,5-50% A (36-37 min), 50%
A (37-38 min), 50-97% A (38-39 min) si 97% A (42 min). Volumul de injectie a fost de 20 pL.

e Analiza senzoriala
Acceptabilitatea generald a probelor de otet a fost evaluata prin considerarea profilurilor de
miros si gust (impresie generald, senzatie pungentd, intensitate aromatica, gust si miros de
acetat de etil). La evaluarea probelor de otet au participat 12 femei si 10 barbati. Fiecare proba
a fost dozata in recipiente de sticla de 20 + 1 g si a fost pastrata la 4...6 °C pana la servire.
Pentru efectuarea analizei, s-a utilizat o scala hedonica de 9 puncte. Scorurile scalei au fost
urmatoarele: excelent, 9; foarte bun, 8; bun, 7; acceptabil, 6; si slab, <6.
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¢ Analiza statistica

Tn scopul optimizdrii potentialului antioxidant al otetului de afine, s-a utilizat RSM (Minitab
18.1, Minitab, Inc). Au fost obtinute grafice tridimensionale (Sigma Plot 12.0 Statistical Analysis
Software, Systat Software, Inc.). Analiza a fost efectuata de trei ori.

Acest studiu ofera dovezi solide privind integrarea tratamentului cu ultrasunete aplicat
substratului alcoolic care contine suc de afine, ca etapa eficienta in productia de otet, pentru a
creste extractia compusilor bioactivi si, implicit, pentru a imbunatati proprietatile antioxidante
ale produselor rezultate. Valoarea adaugata a acestui studiu consta atat in utilizarea unei retete
noi pentru obtinerea otetului de afine, bazata pe un substrat alcoolic care contine suc de fructe,
cat si Tn optimizarea, prin metodologia suprafetei de raspuns (RSM), a procesului de extractie a
compusilor antioxidanti din afine. Datele obtinute au demonstrat ca oteturile de afine tratate
cu ultrasunete si optimizate prezintd o calitate superioara in ceea ce priveste continutul de
polifenoli si antociani, avand totodata proprietati antioxidante mai bune. Pentru valorile optime
ale acestor parametri, s-au determinat valori mai bune ale amplitudinii ultrasunetelor si duratei
de tratament de 78,50% si, respectiv, 3,95 minute. Analiza senzoriala a variantelor de otet de
afine a aratat ca probele obtinute din substraturi tratate cu ultrasunete au fost, in general, mai
apreciate comparativ cu proba de control. Proba de otet obtinuta prin tratament cu ultrasunete
la amplitudine de 80% timp de 4 minute, care a prezentat cele mai ridicate niveluri de CTP si
CTA si cele mai puternice proprietati antioxidante evaluate prin testele DPPH si ABTS, a fost cea
mai preferata din punct de vedere al culorii, intensitatii aromatice, senzatiei de intepatura si
impresiei generale.

Oteturile de afine obtinute prin tratamentul cu ultrasunete al materiei prime reprezinta o sursa
importanta de compusi polifenolici care contribuie la aportul zilnic de antioxidanti. Se
intentioneaza extinderea cercetarilor pentru o analiza mai detaliatd a compusilor polifenolici
din variantele de otet de afine obtinute prin tratamente cu ultrasunete. Rezultatele evidentiaza
faptul ca utilizarea unui substrat alcoolic tratat ultrasonic reprezinta o abordare inovatoare cu
aplicabilitate practica, atat pentru initierea rapida a fermentatiei acetice, cat si pentru
imbunatitirea proprietatilor antioxidante ale otetului de afine. Tn lumina acestei abordari, se
intentioneaza continuarea cercetarilor asupra oteturilor de afine ca produse cu potential
antioxidant promitator si multiple beneficii pentru sanatatea umana.

1.2.2 Evaluarea calitatii, sigurantei si functionalitatii produselor alimentare procesate prin
metode moderne de analiza si valorificare tehnologica

Aceasta directie de cercetare a abordat urmatoarele tematici:

- metode standardizate versus metode alternative de analiza microbiologica a produselor
alimentare

- utilizarea tehnicilor modene de analiza a expunerii produselor din carne la prezenta
hidrocarburilor policiclice aromate

- utilizarea diferitelor metode de analiza cantitativa si calitativa la produsele din peste
gatite prin diferite tehnici
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1.2.2.1 Metode standardizate versus metode alternative de analizd microbiologicd a
produselor alimentare

https://www.e-repository.org/rbl/vol.25/iss.4/9.pdf

Metodele conventionale de testare bacteriologica se bazeaza pe utilizarea unor medii de
cultura specifice pentru enumerarea si izolarea celulelor bacteriene viabile din alimente. Aceste
metode sunt foarte sensibile, relativ ieftine si pot furniza atat informatii calitative, cat si
cantitative privind numarul si natura microorganismelor prezente in proba alimentara.
Metodele traditionale de detectare a bacteriilor implica urmatoarele etape fundamentale:
preimbogatire, imbogatire selectiva, insamantare pe medii selective, screening biochimic si
confirmare serologica (Pucheanu si colab., 2017).

Metodele rapide si inovatoare in testele microbiologice ofera rezultate mai sensibile, mai
precise si mai reproductibile comparativ cu metodele conventionale (Nemati si colab., 2016;
Van Der Zee si colab., 1997).

O metoda rapida poate fi un test care ofera rezultate instantanee sau in timp real, dar poate
reprezenta si o simpla modificare a unei proceduri care reduce durata analizei. Aceste metode
nu se limiteaza doar la detectia si enumerarea timpurie a microorganismelor, ci includ si
caracterizarea izolatelor prin metode microbiologice, chimice, biochimice, biofizice, biologice
moleculare, imunologice si serologice (Mandal si colb., 2011).

Industria alimentara are nevoie de metode rapide si sensibile din mai multe motive: furnizarea
de informatii imediate privind posibila prezenta a agentilor patogeni in materiile prime si
produsele finite; prezenta frecventa a unor numere reduse de bacterii patogene in medii
biologice complexe, alaturi de microorganisme nepatogene; faptul ca prezenta chiar si a unui
singur microorganism patogen poate reprezenta o doza infectioasa; monitorizarea controlului
proceselor tehnologice, a curateniei si a practicilor igienice in timpul fabricatiei; reducerea
erorilor umane, precum si economisirea timpului si a costurilor de munca (Mandal si colab.,
2011).

Aceste metode sunt disponibile pentru detectarea rapida sau estimarea grupurilor de
microorganisme indicatoare, a microorganismelor patogene, a toxinelor bacteriene si
micotoxinelor, precum si a mucegaiurilor. Metodele alternative pot fi clasificate in functie de
principiile pe care se bazeaza: metode conventionale modificate, masurarea instrumentala a
metabolismului bacterian, bioluminescenta, tehnici imunologice, tehnici ADN si combinatii ale
acestora. Pentru a raspunde cerintelor utilizatorilor, trusele de testare trebuie sa fie precise,
sensibile, specifice, rapide (24 de ore sau mai putin), usor de utilizat si sa necesite un consum
redus de munca. De asemenea, acestea trebuie sa permita informatizarea, sa aiba o limita de
detectie scazuta si costuri reduse de investitie si operare (Van Der Zee si colab., 1997, Van Der
Zee si colab., 1994, Guillermo si colab., 2012).

Pentru a raspunde provocarilor viitoare intr-un mediu in continua schimbare, este necesara
identificarea competentelor adecvate si dezvoltarea unui model de formare specializata si
continua (Shaping The Future Of Food Safety, Together, 2015).

Dupa 48 de ore de incubare, metoda PCR a oferit in toate cazurile rezultate egale sau
superioare metodelor culturale de referinta ale Food and Drug Administration, de exemplu in
cazul detectiei Listeria monocytogenes (Patrinos si colab.,2016). Studiul independent de
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validare realizat de Campden and Chorleywood Food Research Association Group (CCFRA) a
demonstrat ca sistemul LightCycler pentru detectarea Listeria monocytogenes prezinta o
sensibilitate comparabila cu metodele de referinta (Junge si colab., 2006).

Scopul acestui studiu a fost de a verifica concordanta rezultatelor obtinute prin metode
diagnostice alternative rapide cu cele ale metodelor standardizate, prin analiza unor probe
alimentare prelevate in cadrul programelor de autocontrol din diferite unitati de procesare din
judetul Brasov.

Analiza comparativa a metodelor diagnostice microbiologice alternative si standardizate
utilizate in expertiza alimentelor

Probele au fost initial testate prin metode alternative, iar cele care au prezentat rezultate
pozitive (neconforme) au fost ulterior analizate prin metode standardizate, in vederea
confirmarii sau infirmarii rezultatelor obtinute.

Testele efectuate prin metode alternative au inclus:

e detectarea agentilor patogeni alimentari (Salmonella spp., Listeria spp., Campylobacter
spp.) cu ajutorul echipamentului Mini Vidas;

e enumerarea indicatorilor de calitate (Staphylococcus coagulazo-pozitiv, Escherichia coli,
Enterobacteriaceae, numarul total de germeni aerobi, drojdii si mucegaiuri) utilizand
echipamentul TEMPO;

e identificarea bacteriana cu ajutorul echipamentului VITEK 2 COMPACT.

Metodele de referinta utilizate pentru confirmarea cazurilor de pozitivitate rezultate in urma
testelor rapide au fost urmatoarele metode standardizate:

e detectia agentilor patogeni alimentari: SR EN I1SO 6579-1 (Salmonella spp.); SR EN ISO
11290-1 (Listeria spp.); SR EN I1SO 10272-1 (Campylobacter spp.);

e enumerarea indicatorilor de calitate: SR EN 1SO 6888-2:2002/A1:2005 (Staphylococcus
spp.); SR ISO 16649-2:2007 (Escherichia coli); SR EN I1SO 21528-1,2 (Enterobacteriaceae);
SR EN ISO 4833-1/2014 (numarul total de germeni); SR EN ISO 21527-1 (drojdii si
mucegaiuri);

e metoda Kaufmann—White pentru identificarea bacteriana.

Expertiza a fost realizatd in cadrul Laboratorului Sanitar Veterinar si pentru Siguranta
Alimentelor din Brasov, utilizand metode validate si acreditate conform SR EN ISO 17025/2005,
atat pentru metodele de referintd, cat si pentru metodele alternative. Identificarea bacteriana
prin metoda Kaufmann—White a fost efectuata n cadrul Institutului de Igiena si Sanatate
Publica Veterinara din Bucuresti.

Pentru detectia agentilor patogeni alimentari au fost analizate un numar de 7761 de probe
utilizand sistemul Mini Vidas, asa cum sunt detaliate in Tabelul 2.29.

Echipamentul Mini Vidas este un sistem compact de inaltd performanta utilizat in identificarea
germenilor cu potential patogen ridicat (Salmonella spp., Listeria monocytogenes,
Campylobacter jejuni, enterotoxine stafilococice etc.), avand ca principiu de functionare analiza
imunologica.
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Table 2.29. Numarul de probe prelevate si analizate prin tehnici alternative pentru detectarea
agentilor patogeni alimentari

Parametrii Analizati Probe
Nr. %
Salmonella spp. 4257 54,85
Listeria spp. 2983 38,44
Campylobacter spp. 521 6,71
TOTAL 7761 100.00

Comparativ cu metodele standardizate, utilizarea acestuia permite reducerea semnificativa a
timpului necesar pentru etapele de pregatire, precum prepararea mediilor de cultura,
sterilizarea materialelor din sticla, ambalarea, etichetarea, inocularea, citirea placilor,
autoclavarea si spdlarea materialelor de laborator, prin utilizarea de reactivi predefiniti, gata de
utilizare (Figura 2.25).

e P

Figura 2.25 Analizor automat MiniVidas

Analizorul automat MiniVidas ofera o gama larga de analize si aplicatii, precum si siguranta si

usurinta n utilizare, fiind un sistem automatizat, standardizat si robust, care permite citirea

obiectiva a rezultatelor si furnizarea rapida a acestora in comparatie cu fluxurile de lucru

clasice.

Matricile din care pot fi identificati agentii patogeni alimentari, precum si timpul necesar

diagnosticului de laborator pentru detectarea acestora, sunt prezentate in (Tabelul 2.30).
Tabelul 2.30. Matrici si timpi necesari

Germeni bacterieni care Matrice Timpi
pot fi identificati necesari
(ore)
Salmonella spp. Toate produsele alimentare pe durata perioadei de 48
valabilitate.
Lsteria monocytogenes Toate produsele alimentare Tnainte de parasirea controlului 72

direct al unitatii care le-a produs si produsele comercializate
pe durata termenului de valabilitate (carne si produse din
carne, lapte crud, branzeturi din lapte nepasteurizat, produse
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de cofetarie si patiserie, alimente, peste si produse din peste).
Campylobacter jejuni Carcase de pui — perioada de supravegherel.04 -30.09 72
(sezonul cald).

Pentru determinarea indicatorilor de calitate, au fost analizate 5123 de probe utilizand
echipamentul TEMPO, dupa cum urmeaza: (Tabelul 2.31).

Tabelul 2.31. Numarul de probe prelevate si examinate prin tehnici alternative pentru
enumerarea indicatorilor de calitate

Parametrii Analizati Probe
Nr. %

Salmonella spp. 855 16,69
E.coli 1235 24,10
Enterobacteriaceae 943 18,41
NTG 1520 29,67
D +M 570 11,13

TOTAL 5123 100.00

Metoda TEMPO este o metoda complet automatizata care permite determinarea cantitativa a
germenilor bacterieni. Aceasta se bazeaza pe microbiologia clasica, avand la baza metoda
tuburilor multiple. Spre deosebire de metodele standardizate, aceasta prezinta o serie de
avantaje, dintre care cele mai importante sunt: sensibilitatea ridicata si usurinta in utilizare,
furnizarea rapida a rezultatelor, precum si reducerea timpului necesar pentru etapele de
preparare a mediilor de culturd, sterilizarea materialelor din sticld, ambalare, etichetare,
inoculare, citirea placilor, autoclavare si spalarea materialelor de laborator etc. (Figura 2.26).

Figura 2.26 Statie de citire: citirea, interpretarea, validarea si transferul rezultatelor

Mediul este inoculat cu o dilutie a probei de analizat si transferat, prin intermediul
instrumentului de umplere TEMPO, in cardul TEMPO. Mediul este distribuit Tn mod omogen in
48 de godeuri (puturi), cu trei volume diferite. Ulterior, cardul este sigilat ermetic pentru a
elimina orice risc de contaminare in timpul manipuldrii. in etapa finald, interpretarea, validarea
si transferul rezultatelor se realizeaza intr-o singura etapa (Figura 2.27).
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Figura 2.27 Cartela cu tub de transfer si fiola cu mediu de cultura specific

Matricile din care pot fi identificati indicatorii de calitate bacteriologica, precum si timpul
necesar diagnosticului de laborator pentru detectarea agentilor patogeni alimentari, sunt
prezentate in (Tabelul 2.32).

Tabelul 2.32 Matrici din care pot fi identificati indicatorii bacterieni de calitate si timpul
necesar pentru diagnosticul de laborator in vederea detectarii agentilor patogeni de origine
alimentara

Germeni bacterieni care Matrice Timpi
pot fi identificati necesari
(ore)
E.coli Produse din carne, carne separata mecanic, branzeturi din 24
lapte tratat termic, produse non-lactate.
Staph.c.p Branzeturi din lapte crud supuse unui tratament termic 24
inferior pasteurizarii si lapte tratat termic, lapte praf, produse
din peste.
Enterobacteriaceae Bovine, ovine, caprine, cabaline si suine; lapte pasteurizat si 48

produse lactate pasteurizate; lapte praf; inghetata si deserturi
lactate; formule pentru sugari si alimente destinate unor
scopuri medicale; produse din oua.

NTG Materie prima — lapte crud; carcase de bovine, ovine, caprine, 48
suine, cabaline si pasari; carne tocatd si carne separata
mecanic.

D+M Produse de patiserie 72

Unele dintre probele neconforme identificate in cadrul detectiei agentilor patogeni alimentari
(12 tulpini de Salmonella spp. si 9 tulpini de Listeria spp.) au fost reexaminate prin metodele
Vitek 2 Compact si Kaufmann—White, in vederea confirmarii rezultatelor initiale.

Vitek 2 Compact este un sistem automat de confirmare biochimica si a sensibilitatii la
antibiotice, capabil sa selecteze izolate de microorganisme patogene si cu potential patogen
ridicat de pe medii solide, prin efectuarea unor teste biochimice intr-un timp foarte scurt, ceea
ce conduce la reducerea duratei de obtinere a rezultatelor (Figura 2.28).
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Dupa o perioada variabila de timp, echipamentul genereaza un raport tipdrit in care sunt
indicate proprietatile biochimice ale genului bacterian identificat, precum si probabilitatea de
validare a acestuia.

Figura 2.28 Vitek 2 Compact.
Exemple: Salmonella spp. — 5—6 ore; Listeria monocytogenes — 6—8 ore; Campylobacter spp. —
8-12 ore; Escherichia coli — 4—6 ore; Staphylococcus spp. — 4—6 ore; drojdii si mucegaiuri — 4—6

ore.
Prin utilizarea acestui sistem se realizeaza economii de materiale si reactivi. Astfel, cardurile
utilizate includ toate tipurile de reactivi necesari pentru identificare si confirmare, fara a
necesita materiale din sticl3, sterilizare termica, incubatoare sau alte etape prediagnostice.

Este un dispozitiv usor de utilizat, cu timp de lucru redus, software intuitiv si conectivitate la
sistemul informatic. Metoda este complet automatizata si utilizeaza carduri de diagnostic
diferite pentru identificarea bacteriilor Gram-pozitive (GP), Gram-negative (GN), bacteriilor
anaerobe (ANC), campylobacteriilor (NH), corynebacteriilor (CBC), drojdiilor si mucegaiurilor
(YST) si bacteriilor din genul Bacillus (BCL).

Etapele de lucru sunt urmatoarele: calibrarea aparatului prin utilizarea kiturilor specifice
fiecarei metodologii, inocularea materialului patologic din culturile microbiene purificate
anterior in stripurile kitului, determinarea densitatii optice bacteriene (OD) cu ajutorul unui
dispozitiv numit DENSIMAT (densitometru), specific fiecarui gen bacterian, atasarea tubului cu
densitatea bacteriana determinata pe cardul specific metodei, introducerea tubului lateral al
cardului in tubul de sticla cu densitate optica stabilita, plasarea cardului Tn suportul mobil al
aparatului, inchiderea compartimentului, procesarea datelor de identificare, atribuirea unui cod
de proba, selectarea genului bacterian care urmeaza a fi testat, validarea solicitarilor si pornirea
aparatului (Figura 2.29).
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Figura 2.29. Etapele principale pentru identificarea germenilor bacterieni utilizand sistemul
Vitek 2 Compact

Dupa analiza celor 7761 de probe pentru detectarea agentilor patogeni alimentari si a celor
5123 de probe pentru determinarea indicatorilor de calitate prin metode diagnostice
alternative rapide, au fost obtinute urmatoarele rezultate: (Tabelele 2.33 si 2.34).

Tabelul 2.33. Rezultate obtinute in urma detectarii agentilor patogeni alimentari prin metode
alternative rapide de diagnostic

Parametrii Analizati Probe Rezultate
Nr. Neconform Conform
Nr. % Nr. %
Salmonella spp. 4257 36 0,85 4221 99,15
Lsteria spp. 2983 21 0,70 2962 99,30
Campylobacter spp. 521 3 0,58 518 99,42
TOTAL 7761 60 0,77 7701 99,23

Interpretarea rezultatelor s-a realizat in conformitate cu prevederile Regulamentului (CE) nr.
2073/2005, care stabileste criterile microbiologice de siguranta alimentara, definind
caracteristicile de proces acceptabile, precum si criteriile microbiologice de siguranta pentru
produsele alimentare, indicand un prag peste care un aliment este considerat neconform din
punct de vedere al contaminarii.

Tabelul 2.34. Rezultatele obtinute in urma examinarii indicatorilor de calitate prin metode
alternative de diagnostic rapid

Parametrii Analizati Probe Rezultate
Nr. Neconform Conform
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Nr. % Nr. %
Staphylococ c.p. 855 52 6,08 803 93,93
E. coli 1235 67 5,43 1168 94,57
Enterobacteriaceae 943 79 8,38 864 91,62
NTG 1520 131 8,62 1389 91,38
D+M 570 41 7,19 529 92,81
TOTAL 5123 370 7,22 4753 92,78

S-a constatat ca majoritatea neconformitatilor au fost inregistrate in cazul numarului total de
germeni (8,62%), Enterobacteriaceae (8,38%) si drojdii + mucegaiuri (7,19%), iar cele mai putine
in cazul Campylobacter spp. (0,58%), Listeria spp. (0,70%) si Salmonella spp. (0,85%).

Cele 60 de probe cu rezultate neconforme obtinute prin teste alternative rapide pentru agenti
patogeni alimentari au fost reexaminate prin metode standardizate de referintd, in
conformitate cu prevederile Regulamentului (CE) nr. 2073/2005. S-a constatat o corelatie de
100% a rezultatelor obtinute, asa cum se poate analiza in Tabelul 2.35.

Tabelul 2.35. Corelarea rezultatelor obtinute prin metode de referinta si metode alternative

Parametrii Analizati Probe neconforme Corelatie
Metode alternative Metode de referinta %
Salmonella spp. 36 36 100
Listeria spp. 21 21 100
Campylobacter spp. 3 3 100
TOTAL 60 60 100

Cele 370 de probe cu rezultate neconforme obtinute prin teste alternative rapide pentru
indicatorii de calitate au fost analizate prin metode standardizate de referinta, fiind obtinuta o
corelatie de 98,38%, dupa cum urmeaza: (Tabelul 2.36).

Tabelul 2.36. Conformitatea rezultatelor obtinute prin metodele de referinta

Parametrii Analizati Probe neconforme Corelatie

Metode alternative Metode de referinta %

Staphylococ c.p. 52 52 100
E. coli. 67 67 100
Enterobacteriaceae 79 79 100

NTG 131 126 96,18

D+M 41 40 97,56

TOTAL 370 364 98,38

Aceasta Tnseamna ca metoda Mini Vidas utilizatd pentru detectarea agentilor patogeni
alimentari genereaza rezultate echivalente (100%) cu cele obtinute prin metodele de referinta,
iar metoda TEMPO, utilizata pentru determinarea indicatorilor de calitate, prezinta un grad de
corelatie de 98,38% fata de metodele standardizate.
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n ceea ce priveste identificarea bacteriand cu ajutorul echipamentului Vitek 2 Compact, cele 12
probe de Salmonella spp. si cele 9 probe de Listeria spp. au fost analizate si prin metoda
Kaufmann—-White.

Pentru ambele genuri s-a constatat o corelatie de 91,68%, existand diferente semnificative intre
speciile de Salmonella si Listeria. Astfel, pentru genul Salmonella, corelatia rezultatelor a fost de
77,8%, iar in cazul genului Listeria, corelatia rezultatelor a fost de 100%, dupa cum urmeaza:
(Tabelul 2.37).

Tabelul 2.37 Serotipuri identificate ale Salmonella enterica si Listeria spp.

Microorganisme Specii/ serotip Metoda Vitek 2 Metoda Procent de

Compact Kauffmann-White corespondenta
(%)
enteritidis 3 2 66.7
taksony 1 1 100
Salmonella infantis 3 4 66.7
enterica newport 3 3 100
saintpaul 2 2 100
L. monocytogenes 3 3 100
Listeria spp. L. ivanovii 3 3 100
L. innocua 3 3 100

Neconcordantele rezultatelor obtinute prin utilizarea metodelor Vitek 2 Compact si Kaufmann-—
White au fost identificate in cazul speciilor Salmonella enteritidis si Salmonella infantis. Tn cazul
speciei Listeria monocytogenes, corelatia rezultatelor a fost de 100%.

Tn urma utilizdrii metodelor diagnostice alternative rapide pentru examinarea probelor
alimentare prelevate din unitati de procesare, s-a constatat ca majoritatea neconformitatilor au
fost Tnregistrate in cazul testarii indicatorilor de calitate si intr-o proportie semnificativ mai
redusa in cazul testarii agentilor patogeni alimentari.

Rezultatele obtinute au stat la baza masurilor corective implementate in unitatile de procesare,
precum si a sanctiunilor aplicate loturilor de provenientd, dupa confirmarea sau infirmarea
acestora prin metode standardizate de referinta, Tn conformitate cu prevederile
Regulamentului (CE) nr. 2073/2005.

Metodele diagnostice alternative rapide utilizate pentru detectarea agentilor patogeni
alimentari au generat rezultate echivalente cu cele ale metodelor standardizate de referinta. In
cazul metodelor rapide pentru determinarea indicatorilor de calitate, rezultatele au prezentat
un grad de corelatie de 98,38% fata de metodele de referinta.

1.2.2.2 Utilizarea tehnicilor modene de analiza a expunerii produselor din carne la prezenta
hidrocarburilor policiclice aromate
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https://agmv.ro/wp-content/uploads/2019/10/EVALUAREA-EXPUNERII-C%C4%82RNII.pdf

Hidrocarburile Aromatice Policiclice (HAP) reprezinta o clasd de compusi organici care contin
doua sau mai multe nuclee aromatice condensate (fuzionate). Acestea includ numeroase
substante cu potential cancerigen si genotoxic, dintre care cele mai importante sunt:
Benzo(a)pyrene, Benzo(a)anthracene, Benzo(b)fluoranthene, Benzo(i)perylene, Chrysene,
Cyclopenta(c,d)pyrene, Dibenzo(a,h)anthracene, Dibenzo(a,e)pyrene, Dibenzo(a,h)pyrene,
Dibenzo(a,l)pyrene, Indeno(1,2,3-cd)pyrene, 5-Methylchrysene (Olabemiwo, 2013).
Hidrocarburile Aromatice Policiclice (HAP) prezintda un potential carcinogen pronuntat, descris
in literatura stiintificd de peste 200 de ani. in anul 1775, fizicianul englez Percivall Pott a
evidentiat pentru prima data existenta unei corelatii intre incidenta cancerului de scrot la
hornari si contactul continuu cu cenusa bogata in HAP (Dogaru, 2014).

Formarea HAP in alimente depinde de metodele de procesare termica, fiind influentata de
compozitia chimicd a produsului, modul de ambalare si structura stratului de acoperire. in acest
context, trebuie mentionat faptul ca majoritatea proceselor de preparare termica a alimentelor
se desfasoara la temperaturi cuprinse intre 370°C si 390°C, dar si la temperaturi mai ridicate, de
400-600°C, cum este cazul prajirii in grasime. La temperaturi cuprinse intre 400°C si 1000°C,
continutul de Hidrocarburi Aromatice Policiclice (HAP) creste liniar, iar fenolii si acizii grasi ating
concentratii maxime la aproximativ 600°C. Temperatura de afumare, situata intre 20°C si 55°C,
nu influenteaza semnificativ producerea HAP, insa temperatura de 40°C permite obtinerea unor
proprietati organoleptice superioare comparativ cu cele de 20°C sau 55°C (Grimmer, 1983;
Guillen si colab., 1997) .

Tn carnea preparatd prin frigere (gritar cu cirbuni, prdjire), HAP se formeazd n timpul
procesului de combustie incompletd sau prin piroliza grasimilor, atunci cand sunt eliberate
oxigen si carbon, conducand la formarea compusilor policiclici. Acesti compusi sunt transportati
de fumul rezultat si se depun pe suprafata carnii. Concentratia HAP in carnea preparata la o
distanta mai mare fata de sursa de caldura este mai redusa decat in cazul carnii aflate in
apropierea carbunilor. Pentru reducerea cantitatilor de HAP, carnea preparata la gratar nu
trebuie sa intre in contact direct cu flacara, procesul termic trebuie realizat lent, iar continutul
de grasime trebuie sa fie cat mai redus(Food Standards Agency, 2005; IARC, 1973). Un alt
proces generator de HAP este afumarea, metoda utilizata pentru conservarea alimentelor,
asociata cu o incidenta crescutd a cancerului faringian observata la pescarii islandezi, mari
consumatori de peste afumat, chiar si in conditiile in care aceste substante au fost detectate in
concentratii reduse. Acumularea HAP in alimentele afumate depinde de metoda de afumare,
natura combustibilului utilizat, temperatura si durata procesului. Calitatea lemnului are un rol
important, astfel incat piroliza lemnului de esenta tare genereaza fum cu un continut mai redus
de HAP comparativ cu lemnul de esenta moale, bogat in rasini (Stall si colab., 1998; Tao si
colab., 2006).

Anual, Autoritatea Nationala Sanitara Veterinara si pentru Siguranta Alimentelor (ANSVSA)

stabileste un plan de prelevare a probelor pentru produse alimentare de origine animala si non-
animal3, in vederea monitorizarii benzo(a)pirenului din alimente, utilizdnd metode de screening
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si confirmare, pentru prevenirea riscurilor asociate consumului de carne si produse din carne
afumate (ANSVSA, 2016).

Prelevarea probelor de carne si produse din carne afumate are drept scop mentinerea
contaminantilor la niveluri acceptabile, in limitele admise, prin aplicarea si respectarea bunelor
practici de fabricatie. In cazul HAP, protectia eficientd a sin&tatii consumatorului este asigurata
prin eliminarea din consum a produselor neconforme sau a utilizarii acestora ca ingrediente in
alte produse alimentare.

Scopul acestui studiu a fost investigarea nivelurilor de Benzo(a)pyrene si PAH4 in diverse probe
de carne si produse din carne afumate, utilizand metoda de High Performance Liquid
Chromatography (HPLC), in 25 de judete din Romania si in municipiul Bucuresti.

a) Probe alimentare si metoda de prelevare
Au fost analizate 206 probe (Tabelul 2.39) de carne si produse din carne afumate provenite din
25 de judete si din municipiul Bucuresti, pentru detectarea HAP. Toate probele au fost
prelevate in cadrul programelor oficiale de control si autocontrol (ANSVSA, 2016).

Tabelul 2.39. Judetele de origine ale probelor alimentare

Nr. Oras Probe
crt

1. Alba 3
2. Arad 3
3. Arges 12
4, Botosani 2
5. Brasov 12
6. Braila

7. Caras Severin

8. Covasna 20
9. Cluj 14
10. Dambovita

11. Dolj

12. Harghita

13. lIfov 10
14, Maramures 17
15. Mures 3
16. Neamt 2
17. Olt 8
18 Prahova 7
19. Satu Mare 9
20. Sibiu 9
21. Suceava 6
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22. Timis 2
23. Tulcea

24, Vaslui 3
25 Vrancea 22
26. Bucuresti 24

Prelevarea probelor a fost realizatd in conformitate cu prevederile Regulation (EC) No 333/2007
(European Commission, 2006). Proba globald a avut o masa de aproximativ 1 kg, cu exceptia
situatiilor in care acest lucru nu a fost posibil, de exemplu atunci cand proba era constituita
dintr-un singur ambalaj sau dintr-o unitate individuala.

b) Cromatografia lichida de inalta performanta (HPLC)

Metodele de analiza utilizate pentru controlul oficial al nivelurilor de Pb, Cd, Hg, 3-MCPD si HAP
din produsele alimentare au fost efectuate in conformitate cu prevederile Regulation (EC) No
333/2007 (European Commission, 2006).

Metoda consta in extragerea hidrocarburilor aromatice policiclice (HAP) cu un amestec de
acetonitril/acetona, urmata de doua etape de purificare: pe cartuse cu faza inversa C18 si pe
cartuse cu florisil. Dupa separare, analiza se realizeaza prin cromatografie lichida, iar detectia se
face prin fluorescenta, la diferite lungimi de unda de excitatie si emisie, conform metodei de
lucru standardizate si optimizate.

Tabelul 2.36. Program de detectie

Componente Timp Lungimea de unda de Lungimea de unda de
(min) stimulare (nm) emisie (nm)

Benzo (a)anthracene 12.5 270 385
Chrysene 14.0
Be nzo 21.8 256 446
(b)fluoranthene
Benzo (a)pyrene 31.2 292 410
Dibenzo(a,h) 44.1
anthracene

c¢) Metodologia analitica (HPLC pentru determinarea HAP)
Dupa cantarirea exacta a unei probe de 2 g, procesul analitic a fost realizat in 5 etape (0—4),
urmate de determinarea propriu-zisa (optimizarea aparatului, calibrarea curbei de etalonare,
citirea, calculul si exprimarea rezultatelor).
Citirea probelor. Dupa initializarea sistemului, probele au fost injectate conform programului
de citire. Fiecare proba a generat o cromatograma si un raport de analiza, care a indicat
concentratiile compusilor la timpii de retentie specifici HAP analizati. De asemenea, a fost

79



Teza de abilitare

Prof.dr. ing. Vasile PADUREANU

analizata o proba imbogatita la nivelul maxim admis conform legislatiei (European Commission,
2006).
Calcul si interpretare. Rezultatele obtinute Tn urma analizelor de laborator ale carnii si ale

produselor din carne afumata sunt prezentate in Tabelul 2.37.

produselor din carne afumata

Tabelul 2.37. Rezultatele obtinute ih urma analizei probelor de carne afumata si ale

Valori
Benzo(a)piren Randament de AH4 pg
Nr. Matrice Probe ug/kg recuperare
benzo(a)piren %
1. Bacon afumat: traditional, congelat 4 Nedetectabil* - 0,72+0,31 -
2,43+1,01
2. Carnati afumati: traditionali, taranesti, 56 Nedetectabil* / 57,1-107,4 0,56 £ 0,23 —
rosii, din oaie si vitel, Plescoi, semi-afumati Necuantificabil* 11,08 + 4,60
extra, pentru grill, pentru gratar, sunca *-2,5+1,00
afumata, bacon, usturoi, de Craciun,
»Carniprod”, ,,Stadler”, ,Batranu Sas”,
,Tataran”, ,Baron”, ,Montbeliard”,
»Dulvanely”, ,Deak”, ,Hajdu”
3. Ceafa de porc afumata 5 Nedetectabil* — 73,6 0,45+0,19 -
0,75+0,30 8,16 + 3,39
4. . . ey s n 4 Nedetectabil* 73,6 0,70+0,29 -
Sunca de porc afumatd, facuta in
« 2,31+0,86
casa, cu os, haldbrand
5. R . . . 2 Nedetectabil* — 73,6 3,43+1,62
Carnati de porc afumati: din Cristur,
. . 0,81+0,32
cu piept de pui
6. 9 85,8 0,57 £0,24 -
Coaste de porc afumate Nedetectabil*
7,00+2,91
7. 2 Nedetectabil* — 73,6 3,57+1,40-
Coaste afumate
0,51+0,32 6,85+ 2,81
8. 4 Nedetectabil* — 107,4 5,8932
Cotlet de porc afumat
0,87 £ 0,35
9. . 1 1,67 +0,67 107,4 11,92 + 4,95
Jumari de porc
10. . . 1 Nedetectabil* - 2,752
Ceafa de porc cu ardei iute
11. . . 3 Nedetectabil* — 70,7 0,25+0,10 -
Sunca de porc cu piept de curcan
1,049 £ 0,349 11,23 £4,66
12. Kaiser afumat: piept de porc extra 9 Nedetectabil* — 70,7 0,47 £0,20 -
2,581+ 0,848 10,92
13.  Muschi de porc afumat 1 Nedetectabil* - 1,76 £ 0,73
14. . . . 16 Necuantificabil* 67,1-107,2 0,73+0,30 -
File de porc afumat (,Vazuga”,
e *-0,97+0,39 13,8 +5,73
,Vilia” Delikatesa)
15. . . 1 Necuantificabil* - 1,8859
Sunca de porc afumata .
16. Pancetta afumata 1 Nedetectabil* - 1,62 +0,67
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17. . . . 17 Nedetectabil* — 85,8-104,4 0,107 £ 0,04 —
Pastramad afumata: oaie, porc,
. 3,00 £1,20 15,65 £ 6,55
Aurora, piept de curcan
18. Picioare de porc afumate Nedetectabil - Nedetectabil
19. Piept de porc afumat ,vanatoresc” Necuantificabil* 67,1 3,79+1,57 -
*-0,52+0,33 7,26 £ 3,01
20. . o 3 Nedetectabil* — 70,7 -95,2 0,90+0,37 -
Pulpa afumata: porc transilvanean
1,22+0,49 5,43 £2,26
21. Salam afumat 27 Nedetectabil* / 69,1-107,4 Nedetectabil —
Necuantificabil* 0,48 +0,20 -
* 6,37 £2,65
22. Bacon afumat 3 Necuantificabil* 67,1-107,4 0,48 £ 0,20 —
* 1,7369
23.  Umar de porc Bega 1 Nedetectabil - 1,4966 +
0,6211
24. . L 1 . - 1,34+ 0,56
File de porc specialitate Nedetectabil
25.  Sunca afumata ,Padurea Neagra” 19 Nedetectabil* — 85,8-99,1 2,31+0,96 —
0,84 +£0,34 18,01 +7,48
26. Bacon afumat: traditional transilvanean 5 Nedetectabil* / - 0,81+0,34 -
Necuantificabil* 6,58 +2,73
*
TOTAL 206

*Nedetectabil < LOD (limita de detectie, cea mai micd concentratie masuratd, de la care se poate deduce prezenta
analitului cu o certitudine statistica rezonabila).
**Necuantificabil < LOQ (limita de cuantificare, cea mai mica concentratie a analitului care poate fi determinata/
masurata cu o certitudine statistica rezonabila).

Tn cazul Benzo(a)pyrene, valoarea maxim3 inregistratd a fost de 3,00 + 1,2 pg/kg pentru
pastramad afumata, 2,584 + 0,8448 pg/kg pentru piept de porc afumat si 2,5 + 1,00 ug/kg pentru
carnati afumati, in conditiile in care valoarea maxima admisa este de 2,0 ug/kg. De asemenea,
valori apropiate de limita maxima admisa au fost observate in piept de porc afumat (2,584 +
0,8448 pg/kg) si muschi de porc afumat (1,22 + 0,49 pg/kg). Pentru fractiunea PAH4, valoarea
maxima a fost de 18,01 + 7,48 pg/kg in sunca afumata, 15,65 + 6,5 pg/kg in pastrama afumata si
13,8 + 5,73 ug/kg in muschi de porc afumat, toate depdsind limita maxim admisa de 12,0 pg/kg.
Valori apropiate de limita admisa au fost identificate si in alte produse:

e pigtail afumat (11,92 + 4,95 ug/kg)

e suncad afumatad (11,23 + 4,66 pg/kg)

e carnati afumati (11,08 + 4,60 ug/kg)

e kaizer afumat (10,92 pg/kg)

e cap de porc afumat (8,16 * 3,39 ug/kg)

Pentru alte produse alimentare, valorile au fost mai reduse atat pentru Benzo(a)pyrene, cat si
pentru PAH4. Cele mai mici concentratii au fost observate in produse precum leber afumat,
oase afumate, bacon afumat, carnati afumati, pulpe afumate, spate de porc si diverse
sortimente de salam afumat. Desi aceste valori se incadreaza in limitele admise, ele necesita
monitorizare si control continuu. Stabilirea unor limite maxime pentru Benzo[a]pyrene in
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alimentele susceptibile la contaminare prin afumare este esentiala pentru protectia sanatatii
publice.

Mai multe studii au raportat variatii ale concentratiilor de HAP in functie de metoda de
preparare (gratar pe carbuni, gaz, cuptor). De exemplu, Farhadian si colaboratorii (2010) au
identificat fluoranthen in toate probele analizate, cu valori totale maxime de 132 ng/g in beef
satay si minime de 3,51 ng/g in pui preparat la cuptor.

n produsele traditional afumate, nivelurile de HAP sunt in general mai scizute, de exemplu:

e bacon afumat: 32,46 ug/kg benzo(a)piren

e carnati afumati: 15,49 pg/kg benzo(a)piren
Totusi, unele studii arata ca produsele afumate traditional pot avea valori de pana la doua ori
mai mici decat produsele afumate industrial, in functie de tehnologia utilizata.
in cazul Benzo(a)pyrene, valoarea maxima a fost inregistratd in pastramd afumats, piept de
porc afumat si carnati afumati. Valori apropiate de limita maxima admisa au fost observate in
kaizer afumat, piept de porc afumat si pulpa afumata. in cazul fractiunii PAH4, valoarea maxima
a fost determinatd in sunca afumata, pastrama afumata si muschiulet afumat. De asemenea,
valori apropiate de limita admisa au fost identificate in pigtail afumat, sunca afumata, carnati
afumati, kaizer afumat si ceafa de porc afumata. Valorile obtinute pentru celelalte produse
alimentare au fost mai scazute pentru ambii parametri analizati. Astfel, pentru Benzo[a]pyrene,
cele mai mici concentratii au fost determinate in leber afumat, oase afumate, bacon afumat,
carnati afumati, pulpe afumate, spate de porc, file de porc afumat si anumite sortimente de
salam afumat. Chiar daca valorile obtinute se incadreaza in limitele de admisibilitate, produsele
din carne si preparatele din carne afumata trebuie monitorizate prin analize de laborator,
deoarece procesele de afumare pot conduce la niveluri ridicate de contaminare cu hidrocarburi
aromatice policiclice, compusi cu potential carcinogen recunoscut.

1.2.2.3 Utilizarea diferitelor metode de analiza cantitativa si calitativa la produsele din peste
gatite prin diferite tehnici

https://www.mdpi.com/2076-3417/15/8/4417

Nutritia reprezintd o problem3 esentiald pentru sustenabilitatea umanitatii. Tn contextul
schimbarilor sociale si economice recente, survenite in urma pandemiei de SARS-CoV-2,
furnizorii de servicii alimentare, inclusiv barurile si restaurantele, si-au diversificat si intensificat
serviciile de catering si au extins gama de produse de calitate care raspund nevoilor
consumatorilor (Malinowska si colab., 2022; Brdnescu si colab., 2023; Chou si colab., 2024).

Tn mod traditional, in industria ospitalititii, in special in gastronomia de tip fine dining, criteriile
de gust si cele estetice, precum aspectul exterior si interior al produsului final sau armonia
cromatica si intensitatea obtinute prin utilizarea unor tehnici sau stiluri specifice de plating, au
avut prioritate Tn raport cu alti indicatori de calitate (Malinowska si colab., 2022). Pe langa alti
factori precum pretul, accesibilitatea sau aspectele de sigurantd, alegerea consumatorilor
pentru astfel de servicii depinde si de tipul preparatelor si de varietatea acestora. De la legume
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la carne si peste, exista numeroase tipuri de alimente cu valori nutritionale diferite; cu toate
acestea, carnea si produsele din carne joaca un rol esential intr-o dieta echilibrata.

n sistemele de catering, istoricul temperaturii si al timpului in timpul prepardrii si distributiei,
adica in sisteme precum cook—chill, cook—freeze sau mentinerea la cald (warm-holding),
necesita o atentie deosebitad in raport cu anumiti nutrienti sensibili, de exemplu vitaminele C si
B1 si acidul folic. Daca sunt luati in considerare principalii parametri si factorii de influenta
mentionati, nu ar trebui sa fie dificila producerea de alimente cu o calitate nutritionala ridicata
in cadrul serviciilor de catering.

Pentru a raspunde nevoilor consumatorilor, companiile de catering trebuie sa isi diversifice
tehnicile de procesare a materiilor prime. Procesarea alimentelor este, de regula, corelata cu
modificari ale formei, proprietatilor senzoriale si capacitatii de conservare, diferite tipuri de
tratamente termice sau aplicarea unor sisteme moderne de productie in catering modificand
structura moleculara, asigurand proprietati fizico-chimice distincte ale produselor finite si
prevenind pierderile de nutrienti (Scanlon si colab., 2012). In general, productia in catering
implica sisteme de productie care includ gatirea traditionala, respectiv cook—serve (CS), cook—
chill (CC) si cook—freeze (CF). Pentru a pastra calitatile nutritionale si senzoriale ale produselor,
asigurand in acelasi timp siguranta alimentara, tehnologia sous vide este frecvent utilizata in
preparatele culinare (Misu si colab., 2024), inclusiv in cazul produselor din peste (Ahmmed si
colab., 2020).

Dincolo de valoarea nutritionala a materiilor prime, pentru industria de catering este important
sa existe o imagine clara asupra avantajelor nutritionale aduse de diferitele sisteme de
productie si tratamente termice. Studiul de fata fisi propune sa realizeze caracterizarea
produselor de catering pe baza de peste, preparate prin utilizarea unor tehnici diferite (gatire
sous vide—cook-serve, gatire convectiva—cook—serve, gatire la microunde—cook—serve, gatire
convectiva—cook—chill si gatire convectivd—cook—freeze), din punct de vedere
nutritional/biochimic, precum si din perspectiva senzoriald, in contextul asigurarii sigurantei
microbiologice. Pentru a stabili avantajele acestor tehnici, au fost analizate pierderile de
procesare, retentia vitaminelor si valorile macronutrientilor, corelate cu inocuitatea produsului
final si profilul sau senzorial.

a) Produsele de peste selectate si tratamentele culinare aplicate

Studiul a vizat cinci produse de catering derivate dintr-un preparat pe baza de peste, fiecare
obtinut printr-o tehnica de gatire diferita. Diferentierea a constat atat in tratamentul termic, in
cadrul caruia au fost analizate comportamentul produselor si transformarile asociate coacerii
convective (metoda traditionald) si coacerii la microunde (metoda neconventionald), cat si in
utilizarea unor sisteme diferite de productie in catering. Comportamentul produselor a fost
evaluat comparativ prin aplicarea nu doar a sistemului clasic cook—serve, ci si a sistemelor
cook—chill si cook—freeze.

Materiile prime au fost achizitionate in stare refrigerata (2—4 °C), respectand parametrii stabiliti
ai lantului frigorific si specificatiile tehnice ale companiei.
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b) Conceptul experimental si esantionarea
Produsul culinar testat a fost supus ulterior la cinci metode diferite de gatire, asa cum sunt
prezentate in Tabelul 2.38, si anume: gatire sous vide—cook—serve, gatire convectiva—cook-—
serve, gatire la microunde—cook—serve, gatire convectivda—cook—chill si gatire convectiva—
cook—freeze.

Tabelul 2.38. Codurile probelor si metodele de gatire aplicate

Tratament aplicat Cod proba Descrierea metodei de gatire

Niciun tratament AO Fara tratament termic aplicat; proba a fost analizata in stare
cruda.

Gatire sous vide — Al Produsul a fost introdus intr-un ambalaj (Saporoso, Brasov,

cook—serve (SV-CS) Romania), apoi vidat (SAM Cook, Milanoéwek, Polonia) si gatit la
55 °C timp de 40 min intr-un aparat sous vide (Hendi, Ghimbav,
Romania).

Gatire convectiva — A2 in acest sistem de tip cook—serve, s-a utilizat coacerea

cook—serve (CC-CS) convectiva (fara abur) intr-un cuptor electric (Rational, Luton,
Marea Britanie). Produsul a fost copt la 170 °C timp de 25 min.

Gatire la microunde — A3 Produsul a fost gatit intr-un cuptor cu microunde (Galanz,

cook—serve (Mw-CS) Foshan, China), la o putere de 567 W timp de 15 min.

Gatire convectiva — Al n acest sistem cook—chill, s-a utilizat coacerea convectiva (fira

cook—chill (CC-CC) abur) intr-un cuptor electric (Rational, Marea Britanie).

Produsul a fost copt la 180 °C timp de 25 min, apoi racit
controlat in doua etape: pana la 20 °C in 60 min si ulterior pana
la 4 °C in inca 60 min, utilizadnd un racitor rapid cu aer fortat
(Afinox, Campo San Martino, Italia).

Gatire convectiva — A5 in acest sistem cook—freeze, s-a utilizat coacerea convectiva

cook—freeze (CC-CF) (fara abur) intr-un cuptor electric (Rational, Marea Britanie).
Produsul a fost copt la 180 °C timp de 25 min, apoi racit si
congelat controlat in trei etape: pana la 20 °C in 60 min, pana la
4 °Cin 60 min, si pana la =18 °C in 60 min, utilizdnd un racitor
rapid cu aer fortat (Afinox, Campo San Martino, Italia).

Prepararea probelor

Pentru a limita transformarile fizice, chimice si microbiologice care ar putea genera pierderi de
nutrienti, produsele de catering au fost racite imediat la o temperatura de +4 °C dupa
regenerarea termica (care coincide, de fapt, cu momentul consumului acestora). Prelevarea
probelor a fost realizata cu atentie, eliminand posibilitatea contaminarii, iar esantioanele au
fost transportate la laborator in conditii sigure si controlate. Temperatura pe durata
transportului probelor a fost mentinuta la +4 °C.

Tnainte de a fi supuse analizelor privind continutul de nutrienti, produsele finale au fost
omogenizate in laborator utilizdnd un blender VO4006 (Vortex, Cesano Maderno, ltalia).

c) Analize fizico-chimice
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Pentru realizarea analizei biochimice, probele au fost prelevate din omogenatele
corespunzatoare fiecarei metode de gatire. Au fost determinati urmatorii indicatori: continutul
de substanta uscata, nutrientii majori (glucide, proteine si lipide), continutul total de azot, azot
neproteic, proteine brute degradate cu pepsina n acid clorhidric, continutul de acizi grasi,
precum si vitamine hidrosolubile (tiamina, riboflavind si niacina) si liposolubile (retinol,
tocoferol si F).

Substanta uscata a fost determinatd prin uscare in etuva sub vid la 102 + 2 °C, conform I1SO
1442:2023 (International Organization for Standardization, 2023). Rezultatele sunt exprimate in
DM% sau DM (g/100 g produs analizat).

Continutul de glucide a fost determinat conform specificatiilor AOAC 923.09 (AOAC, 1923). O
solutie alcalind de sare cuprica este redusa sub actiunea caldurii de catre zaharurile
reducatoare din proba. Excesul de sulfat de cupru este tratat cu iodurd de potasiu in mediu
acid, iar iodul eliberat este titrat cu solutie de tiosulfat de sodiu. Rezultatul este exprimat in
zaharuri reducatoare (%).

Continutul de lipide a fost determinat prin metoda extractiei cu eter si acid clorhidric, conform
SR ISO 1443:2008 (International Organization for Standardization, 2008). Substantele proteice
si glucidele din proba sunt hidrolizate cu acid clorhidric fierbinte, fractia insolubila este separata
prin filtrare, iar grasimile sunt extrase cu alcool etilic intr-o instalatie Soxhlet.

Pentru determinarea continutului proteic (P = 6,25(NT - NPN)), a fost utilizata metoda
Kjeldahl, prin evaluarea azotului total (NT) (conform ISO 5983-1:2005 (/nternational
Organization for Standardization, 2005).

Continutul de acizi grasi a fost determinat prin cromatografie gazoasa, pe baza separarii
esterilor metilici ai acizilor grasi (conform I1SO 12966-4:2015 (International Organization for
Standardization, 2015)), utilizdnd un cromatograf gazos Shimadzu GC-17A echipat cu coloana
capilara Chrompack de 25 m lungime si 0,25 mm diametru.

Pentru determinarea vitaminei B1, probele au fost tratate termic cu acid sulfuric diluat si
supuse hidrolizei enzimatice.

Pentru vitamina B2, extractia a fost realizata prin hidroliza acida, tratament enzimatic si
extractie In acetona. Cuantificarea se bazeaza pe detectie spectrofluorimetrica (Cary-50 UV-
VIS), conform AOAC 981.15 si AACC 86-70, utilizand fluorescenta naturald a riboflavinei
(excitatie 450 nm, emisie 510 nm).

Determinarea vitaminei B3 s-a realizat prin detectie spectrofluorimetrica (Cary-50 UV-VIS),
dupa extractie initiald in solutie 1:1 acid sulfuric/apa (autoclavare la 121 °C timp de 45 min).
Metoda se bazeaza pe AOAC 975.41 si AACC 86-50A.

Pentru determinarea retinolului, a fost utilizatd o metoda RP-HPLC cu detector UV (A = 325
nm). Metoda, adaptata din Regulamentul Comisiei Europene 152/2009 (European Commission,
2009), se bazeaza pe extractia vitaminei A in eter de petrol din proba hidrolizatd cu solutie
alcoolica de hidroxid de potasiu.

Alfa-tocoferolul a fost analizat utilizdnd un cromatograf lichid Shimadzu seria VP, echipat cu
detector de fluorescenta FR-10 AXL (Shimadzu, Kyoto, Japonia), pe baza unei metode adaptate
din Regulamentul Comisiei Europene 152/2009.
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d) Analize microbiologice
Evaluarea calitatii microbiologice a fost realizata pentru a analiza influenta tipului de tratament
termic aplicat (sous vide, convectie si microunde) asupra principalilor indicatori. Probele
preparate in sistemele de productie cook—chill si cook—freeze au fost monitorizate pe parcursul
perioadei minime de valabilitate. n cazul produselor cook—chill, probele au fost prelevate zilnic,
pe o perioada de 5 zile, iar in cazul produselor cook—freeze, la fiecare 10 zile, pe o durata de 50
de zile.

Tabelul 2.39. Indicatori microbiologici

Analize microbiologice Metode de analiza

Evaluare cantitativa a calitatii microbiologice
1. Numarul total de microorganisme aerobe / numadr Metoda clasicd, conform ISO 4833:2013
total pe placa (APC)

2. Numar total de drojdii si mucegaiuri (TYMC) Metoda clasica, conform I1SO 21527-1:2008
3. Numar total de coliformi Metoda clasica, conform ISO 4831:200
Evaluare cantitativa a bacteriilor patogene
4. Numar de Staphylococcus aureus Metoda rapida TEMPO (BioMérieux Industry, Franta)
5. Numar de Bacillus cereus Metoda rapida TEMPO (BioMérieux Industry, Franta)
6. Numar de Escherichia coli Metoda rapida TEMPO (BioMérieux Industry, Franta)
Evaluare calitativa (prezenta/absenta) a bacteriilor
patogene
7. Detectarea Salmonella spp. ISO 6579:2017
8. Detectarea Listeria monocytogenes ISO 11290-1:2017

Determinarile cantitative au fost realizate cu sistemul VITEK 2 Compact (BioMérieux, Craponne, Franta); evaluarea
calitativa a fost realizata cu kitul rapid Vidas Next Day (BioMérieux, Craponne, Franta).

e) Analiza senzoriala
Caracteristicile senzoriale ale preparatelor din peste au fost evaluate de un panel format din 30
de evaluatori (60% femei si 40% barbati, cu varste cuprinse intre 20 si 61 de ani), care au urmat
o pregatire profesionala in domeniul gastronomiei. Panelul a evaluat atributele de aspect
exterior, aspect interior, consistenta, miros, gust si acceptabilitate generala, utilizand o scala
hedonica liniara de 9 puncte (Chan si colab., 2023).

f) Analiza statistica
Toate experimentele au fost realizate in triplicat, iar rezultatele au fost exprimate ca medie +
deviatie standard (SD). Analiza variantei (ANOVA) si testul Tukey (p < 0,05) au fost utilizate
pentru evaluarea diferentelor in analizele fizico-chimice si microbiologice. Pentru analiza
statistica a fost utilizat software-ul JASP Team (2025), versiunea 0.19.3 (Jasp, 2024).

g) Evaluarea continutului de nutrienti al preparatelor din peste analizate
Procesarea termica a alimentelor poate influenta continutul de macronutrienti, calitatea unor
micronutrienti, precum si continutul de minerale din compozitia acestora. Gatirea si coacerea
pot distruge o parte dintre nutrientii valorosi din alimente, cum ar fi acizii grasi polinesaturati
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(PUFA), proteinele si vitaminele (Raza si colab., 2025) Tabelul 2.40 ofera o prezentare generala
a continutului de nutrienti al preparatelor din peste.

h) Evaluarea pierderilor de procesare ale produselor analizate
Pierderile alimentare si risipa, inclusiv pierderile la gatire, reprezinta factori esentiali care
influenteaza sectorul de catering, deoarece pot genera pierderi financiare, in functie de
procesul de gatire ales (Ellison si colab., 2019). Pierderea la gatire prezinta un interes deosebit
in industria de catering datoritda modificarilor de forma, culoare si textura ale produsului
(Lassen si colab., 2002; Roldan si colab., 2013).
greutatii probei de peste Thainte si dupa tratamentul termic, deoarece apa este eliminata din

Pierderile la gatire se calculeaza pe baza

produs sub forma de vapori si lichid (Angel-Rendon si colab., 2020).

Tn cazul sistemului de productie cook—serve, cele mai mari pierderi cantitative au fost
inregistrate pentru proba A2 (coacere la microunde, 28,55 + 1,23%) si proba A3 (coacere
convectiva, 30,91 + 2,01%), rezultate care nu sunt semnificativ diferite (p > 0,05). Cea mai mica
ratd a pierderilor la gatire a fost observata in sistemul sous vide (14,25 + 1,57%), fiind
reprezentata de lichidul extras din produs prin efectul vidului creat Tn ambalajul special. Acest

rezultat a fost semnificativ diferit fata de toate celelalte probe (p < 0,05).

Tabelul 2.40. Pierderi la gatire si continutul de macronutrienti si vitamine

A0 Al A2 A3 A4 A5
Pierdere de - 14,25+ 1,572 30,91 +2,01° 28,55+ 1,230 35,68 £ 2,32¢ 40,25 + 1,574
continut (%)
Substanta 30,98+0,02¢ 31,84+0,04+ 31,84+0,04¢0 31,40+0,08° 31,40+0,08 33,86 +0,04°
uscata (%)
Proteine (%) 14,32+0,022  15,22+0,09* 16,66+0,12> 1590+0,16° 16,93+0,21c¢ 17,36+0,03¢
Proteine 4,37 +0,01° 1,53 £ 0,05 1,53 £ 0,05 1,78 £ 0,02¢ 2,15+ 0,04¢ 1,58 £ 0,02
insolubile (%)
Digestibilitate 69,512 89,91 89,91+0,03° 89,31+0,20° 86,48+0,11> 90,67 £0,21°
(%)
Carbohidrati 0,73 £0,022 1,10 £ 0,04 1,05 + 0,04b 1,93 £0,05° 1,23 + 0,05° 1,23 +0,05°
(%)
Lipide (%) 15,01+0,09* 14,20+0,08> 13,64+0,06°c 13,93+0,05° 14,71+0,09> 14,81 +0,01°
Vitamine hidrosolubile
Tiamina (mg) 0,0478 + 0,0347 0,0256 + 0,0289 + 0,0183 0,0159 =
0,012 0,01° 0,01¢ 0,01¢ 0,014 0,014
TR (%) 100 £ 0,012 72,51+0,01® 5532+0,01c¢ 63,08+0,01c 41,49+0,01¢ 36,45+0,01¢
Riboflavina 0,0465 + 0,0333 ¢ 0,0257 + 0,0275 + 0,0193 + 0,0200
(mg) 0,012 0,01 0,01¢ 0,01° 0,02¢ 0,01¢
TR (%) 100 + 0,012 71,67 +0,01® 5533+0,01°c 59,20+0,01c 41,57+0,01c 34,69+0,01°
Niacina (mg) 5,24 + 0,062 3,22 £ 0,04 2,05 + 0,04¢ 2,13+0,01¢ 1,23 +0,01¢ 1,14 £ 0,05¢
TR (%) 100 + 0,012 61,49+0,04> 39,21+0,04°c 40,74+0,01°c 23,42+0,01¢ 23,42 +0,014
Vitamine liposolubile
Retinol (mg) 0.3411 + 0.2123 + 0.1251 + 0.1148 + 0.0941 + 0.0917
0.022 0.01° 0.01¢ 0.01¢° 0.01¢ 0.01¢
TR (%) 100 £ 0.012 62.24+£0.01> 37.89+0.02¢ 34.10+0.01° 29.85+0.01° 29.40+0.01°
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a-tocoferol 0.62+0.02*  0.32+0.02®  0.26 +0.03¢ 0.22 +0.02¢ 0.21+0.02¢  0.12 +0.04¢
(mg)
TR (%) 100 + 0.01¢ 51.61+0.02> 43.33+0.01° 3595+0.01¢ 36.65+0.01c 21.17 +0.01¢

Valorile pentru substanta uscata, digestibilitate si pierdere de continut sunt exprimate ca procent din total. Literele
diferite (a—d) indica diferente semnificative statistic intre probe.

Prin apa eliminata din produs, in stare lichida, se pierd cantitati semnificative de lipide si
compusi liposolubili, proteine solubile, vitamine, minerale etc., existdnd posibilitatea
reintegrarii acestui subprodus in alte preparate culinare. Pierderile de umiditate
individualizeaza randamentele de productie si consumul specific de materii prime, cu impact
direct asupra eficientei economice. Sistemele de productie cook—chill, dar in special cele cook—
freeze, sunt consumatoare atat de resurse materiale, cat si energetice, astfel incat pentru
obtinerea rezultatelor economice asteptate este necesara o gestionare eficienta a costurilor,
care sa coreleze cheltuielile de productie cu comenzile si vanzarile.

i) Evaluarea continutului de macronutrienti

Conform protocolului de lucru, au fost efectuate trei determinari, cu un coeficient de variatie al
reproductibilitatii de 3,85 (VCr% = 3,85) si o incertitudine de masurare de 7,35 (M% = 7,35).
Preparatul selectat pentru evaluare in raport cu diferitele tipuri de tratament termic sau
procesare este un produs cu continut ridicat de proteine, de aproximativ 14,32 + 0,02%.
Pornind de la o digestibilitate proteica de 69,51% in proba AO (crud), cel mai eficient tip de
tratament termic a fost sous vide, unde digestibilitatea a crescut la 89,91%. De asemenea,
raportandu-se la valoarea initialda din A0 (69,51%), cea mai scazuta digestibilitate pentru toate
preparatele a fost determinata in cazul probei A3 (Mw-CS, 86,91%), rezultatele fiind
semnificativ diferite (p < 0,05). Rezultatele nu au fost semnificativ diferite (p > 0,05) pentru
probele Al (SV-CS, 89,91%), A2 (CC-CS, 89,31%) si A4 (CC-CC, 90,67%). De asemenea, s-a
observat ca digestibilitatea probei A5 (CC-CF) a fost de 91,74%, rezultat semnificativ diferit fata
de celelalte probe (p < 0,05).

Autorii unui studiu similar (Bhat si colab., 2021) au concluzionat cd procesele termice precum
sous vide pot induce modificari favorabile, cum ar fi desfasurarea partiala sau expunerea
situsurilor de clivaj in proteinele musculare, imbunatatind digestibilitatea acestora, in timp ce
procese precum fierberea Tndbusita sau prajirea pot induce modificari nefavorabile, precum
agregarea proteinelor, oxidare severa, legaturi incrucisate sau cresterea continutului de legaturi
disulfidice (S-S), reducand susceptibilitatea proteinelor la digestia gastrointestinala.

Continutul de glucide nu a suferit modificari majore in timpul tratamentelor aplicate,
diferentele observate fiind sub 1%. Proba AO a avut un continut de zaharuri de 0,73% (g/g). Al
(sous vide) a avut 1,1% (g/g), A2 (convectiv) 1,05% (g/g), iar A3 (microunde) 1,93% (g/g).
Sistemul CC-CC (A4) a avut 1,23% (g/g), iar sistemul CC-CF (A5) 1,25% (g/g). Preparatul crud (A0)
nu a avut un continut ridicat de glucide (0,73% g/g). Diferentele dintre probe au fost
determinate de solubilitatea compusilor in lichidul colectat in recipientele de coacere.
Continutul de glucide nu a fost semnificativ diferit pentru probele A1, A2, A4 si AS (p > 0,05). Tn

88



Teza de abilitare Prof.dr. ing. Vasile PADUREANU

schimb, proba A3 (Mw-CS, 1,90% g/g) a prezentat o diferenta semnificativa (p < 0,05), datorita
incalzirii rapide si evaporarii apei.

Preparatele culinare bogate Tn grasimi saturate si mononesaturate sunt relativ stabile la
actiunea temperaturii. In probele analizate, pierderea continutului lipidic a variat intre 6% si
9%, in functie de sistemul de gatire aplicat (Tabelul 2.40 prezintd continutul lipidic al tuturor
probelor analizate).

Cel mai protector sistem a fost cel sous vide (A1), cu o pierdere de 6%, in timp ce pentru proba
A3 s-a determinat o pierdere de 9%. Lipidele si alimentele bogate in lipide sunt deosebit de
sensibile la Tncalzirea cu microunde, deoarece caldura specifica a lipidelor este redusa, ceea ce
duce la incilzirea rapida a acestora. Incilzirea cu microunde favorizeaza in principal oxidarea
lipidica, dar poate determina si lipoliza si polimerizare.

Aceasta metoda de gatire poate avea un impact diferit asupra oxidarii lipidelor, in functie de
conditiile de procesare utilizate (putere, temperatura si timp). Analiza ofera o imagine de
ansamblu asupra principalelor efecte de degradare ale incalzirii cu microunde asupra uleiurilor
vegetale si alimentelor care contin lipide, cu accent pe oxidarea acizilor grasi si a colesterolului
(Inchingolo si colab., 2013).

Tn cazul probei martor (A0), continutul de acizi grasi saturati (SFA, 30,42%) a fost mai scizut
decat cel al acizilor grasi mononesaturati (MUFA, 34,46%), dar mai ridicat decat cel al acizilor
grasi polinesaturati (PUFA, 12,57%), ceea ce indica un continut ridicat de acizi grasi nesaturati
(Tabelul 2.41). Acest aspect determina un grad crescut de risc in ceea ce priveste transformarile
negative cauzate de oxidare. Tehnicile culinare aplicate in gastronomia de tip fine dining pentru
aceastd categorie de preparate implicd operatii preliminare cu expunere la variatii de
temperaturd, precum felierea, portionarea si formarea produsului, ceea ce presupune prezenta
luminii si a oxigenului. Acesti factori influenteaza direct stabilitatea PUFA si MUFA, alaturi de
alti factori precum pH-ul, continutul natural de antioxidanti, prospetimea materiei prime,
precum si conditiile si durata de depozitare dupa tratamentul termic (CC—CC si CC—CF).

in proba martor (A0), acidul undecanoic (C11:0), acidul tridecanoic (C13:0), cis-10-
pentadecanoic (C15:2) si cis-10-heptadecenoic (C17:1) nu au fost detectati. Dintre acizii grasi
mononesaturati (MUFA), acidul oleic (C18:1) a reprezentat 25,56% din totalul acizilor grasi, iar
izomerul sau C18:1-iso a fost prezent in proportie de 2,17%. Acidul palmitoleic a fost
determinat in proportie de 3,85%, iar acidul cis-11-eicosenoic a avut o valoare de 2,63%.

Tabelul 2.41 Continutul de acizi grasi

Acizi grasi (%) A0 Al A2 A3
C6:0; caproic 7,59 £ 0,012 2,18 £ 0,01° 2,29+ 0,01 0,42 £0,01°
C8:0; caprilic 0,20 £ 0,042 0,21 £ 0,012 0,22 £ 0,012 0,34+ 0,03"
C10:0; capric 0,23 £ 0,012 0,22 £ 0,012 0,22 £ 0,012 0,33 +0,01°
C11:0; undecanoic n.d. n.d. n.d. n.d.
C12:0; lauric 2,12 £ 0,042 2,24 £0,02° 2,49 £0,01¢ 3,49 £ 0,024
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C13:0; tridecanoic n.d. n.d. n.d. n.d.
C14:0; miristic 3,18 £ 0,022 3,10+ 0,032 3,05 +0,01° 3,14 £ 0,022
C14:1; miristoleic 0,16 + 0,01 n.d. n.d. n.d.
C15:0; 0,22 £ 0,022 0,18 £ 0,01° 0,18 £ 0,01° 0,18 £ 0,01°
pentadecanoic
C15:1, cis-10 n.d. 0,07 £ 0,012 0,07 £0,012 n.d.
C16:0; palmitic 12,50+ 0,872 13,12 £ 0,01b 14,18 £ 0,02¢ 14,08 £ 0,02¢
C16:1; palmitoleic 3,85+ 0,092 4,08 £ 0,01° 4,19 +£0,01° 4,01 £ 0,012
C17:0; 0,23 £ 0,012 n.d. n.d. n.d.
heptadecanoic
C18:0; stearic 3,93+0,012 4,64 +£0,01° 4,88 + 0,020 5,48 £ 0,02¢
C18:1, cis-9; oleic 25,65 + 0,09 28,82 + 0,02 30,05 +0,02° 29,10 £ 0,09°
C18:1 trans-9; elaidic 2,17 £ 0,012 2,18 £0,01» 2,21 +0,01° 2,18 £ 0,012
C18:2, n-6; linoleic 8,27 £ 0,012 9,04 £ 0,01° 9,11 £ 0,01 8,70 £ 0,02°
C18:3, n-3; linolenic 2,14 £ 0,012 1,96 £ 0,012 2,02 £0,012 1,76 £ 0,01
C20:0; arachidic 0,22 +0,012 4,10+ 0,01° 6,62 +0,03¢ 4,27 £ 0,03°
C20:1; eicosenoic 2,63+£0,012 2,86 £ 0,012 2,76 £ 0,022 2,24 £ 0,01°
C20:2; eicosadienoic 2,16+ 0,012 3,21+0,01b 3,07 £ 0,02b 3,22 +0,03%
(n-6)
SFA (%) 30,42 +0,77° 29,99 + 0,05* 34,13 £ 0,05 31,73 £0,03*
SFA (%) 34,46 £ 0,16° 37,94 £ 0,03 39,21 £ 0,02¢ 37,53 £ 0,08
PUFA (%) 12,57 £ 0,022 14,21 + 0,02b 14,20 £ 0,03° 13,68 £ 0,16°
UFA/SFA 1,55 +0,032 1,74 £ 0,01 1,56 + 0,012 1,61 +0,012
PUFA/SFA 0,41 £ 0,012 0,47 £ 0,012 0,42 £ 0,012 0,43 + 0,01
n-6/n-3 4,87 £ 0,012 6,25+ 0,01b 6,03 £ 0,01° 6,77 £0,11¢°

SFA = acizi grasi saturati; MUFA = acizi grasi mononesaturati; PUFA = acizi grasi polinesaturati; UFA = acizi grasi
nesaturati, Valorile sunt exprimate ca procent din continutul total de acizi grasi. n.d. = nedetectat. Literele diferite
indica diferente semnificative statistic (test Tukey, p < 0,05).

Cei mai reprezentativi acizi grasi polinesaturati (PUFA) din produsul A0 au fost: acidul linoleic
(8,27%), acidul linolenic (2,14%) si acidul cis-11,13-eicosadienoic (2,16%). Acizii grasi caproic
(7,59%), caprilic (0,2%) si capric (0,23%) detectati in preparatele din peste provin din smantana
utilizata ca materie prima, conform standardului produsului. Acesti acizi grasi saturati cu lant
scurt sunt specifici produselor lactate.

Dintre toate tratamentele termice aplicate, metoda sous vide a protejat cel mai bine continutul
de PUFA, fiind cea mai echilibratd preparare din punctul de vedere al raportului PUFA/SFA
(0,47), respectiv al raportului n-6/n-3 (6,25). Lipsa oxigenului si mentinerea vidului in interiorul
ambalajului in timpul tratamentului termic au contribuit la conservarea continutului de acizi
grasi esentiali in proba Al. Din categoria acizilor grasi w-3, probele analizate contin doar acid
linolenic, determinand un continut cuprins intre 0,19-0,61 g/portie.

j) Evaluarea continutului de vitamine hidrosolubile si liposolubile
Contrar opiniilor larg raspandite (Leskova si colab., 2006), care au condus totusi la o adevarata
ytendintd” in nutritia dietetica — ,alimente fara foc” — majoritatea vitaminelor nu sunt foarte
sensibile la actiunea temperaturii (Lee si colab., 2018). Continutul vitaminic al unui preparat
culinar poate fi asigurat prin asocierea eficienta a materiilor prime, dar si optimizat prin

alegerea corecta a tehnicilor culinare si a sistemelor de productie care conduc la o retentie
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vitaminica superioara. Tratamentul termic aplicat produselor culinare reprezinta un factor
decisiv in conservarea potentialului vitaminic nativ.

Din analiza datelor rezulta ca sistemul de productie cel mai protector pentru riboflaving, utilizat
in obtinerea produselor fine dining din peste, este sous vide (A1 — TR = 71,67%) si gatirea la
microunde (A3 — TR = 59,20%). Pierderile de riboflavina sunt influentate de procesele de racire
rapida/congelare si de durata de depozitare. Dupd gatirea convectiva, in proba A2 s-a
determinat o pierdere de 45% din continutul de vitamina B2, iar dupa 72 de ore in conditii de
refrigerare si regenerare termicd pierderea a fost de 58,5%. In cazul produselor congelate si
regenerate, dupa 20 de zile, pierderea este de aproximativ 65,3%.

Astfel, pentru produsele realizate in sistemul SV, retentia reald a vitaminei PP raportata la
continutul initial este de 61,49%, comparativ cu 40,74% in cazul microundelor si 39,21% in cazul
coacerii convective. Tn sistemele cook—chill si cook—freeze, retentiile reale sunt de aproximativ
20%.

Temperatura, lumina si contactul cu oxigenul influenteaza negativ retentia retinolului. Vitamina
A sufera degradare oxidativa sub actiunea luminii, prin ruperea legaturilor duble din ciclu si
deschiderea nucleului B-iononic. Nu doar retinolul este afectat, ci si carotenoizii, care sufera
izomerizare din forma trans in forma cis, cu reducerea activitatii vitaminice. Din rezultate reiese
ca tratamentul la microunde este cel mai putin protector pentru vitamina A (A3 — TR = 30,20%).
n cazul sous vide, retentia este de 62,24%, iar in sistemul CC-CS de 37,89%. In sistemele cook—
chill si cook—freeze, retentiile reale sunt de aproximativ 30%.

Pentru a-tocoferol s-au evidentiat pierderi semnificative comparativ cu proba martor (A0). Cel
mai protector sistem este sous vide (A1 — TR = 51,61%), urmat de CC-CS (A2 — TR = 43,33%) si
Mw-CS (A3 — TR = 35,95%). in cazul CC-CF, influentat si de durata de depozitare (20 zile),
retentia reala este de aproximativ 20%. S-a observat ca retentia de a-tocoferol este influentata
semnificativ de tipul tratamentului termic (p < 0,05), sous vide fiind cel mai eficient sistem. Nu
au fost diferente semnificative (p > 0,05) intre probele A2, A3 si A4, insa proba A5 (CC-CF) a fost
semnificativ diferita, fiind influentata de durata lunga de depozitare (p < 0,05).

Un studiu similar realizat de Kumar & Aalbersberg (Kumar si colab., 2025) arata o retentie de
91% a retinolului in produse preparate la microunde si doar 20% in produse gatite traditional in
vase de lut, precum si o retentie de niacina de 95% in microunde si 63% in metode traditionale.
Alte studii (Gentry si colab., 2006; Roberts si colab., 2004) sustin, de asemenea, o retentie mai
ridicatd a micronutrientilor in preparatele realizate la microunde comparativ cu metodele
conventionale.

k) Analiza microbiologica
Dezvoltarea microorganismelor in produsele de catering este influentata de compozitia chimica
a produsului, tipul de procesare in catering, parametrii tehnologici, in special cei ai
tratamentului termic, precum si de relatile biologice si interactiunile dintre diferite
microorganisme.
Toate probele au fost analizate din punct de vedere al inocuitatii, prin determinarea incarcaturii
microbiologice.
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In probele testate, bacteriile patogene B. cereus, S. aureus, Salmonella spp. si L.
monocytogenes au fost absente in toate cazurile analizate.

e Numar total de germeni aerobi (Aerobic Plate Count — APC)

Tn proba cruda (A0), APC a fost de 4,02 log CFU/g, valoare de aproximativ 10 ori mai micd decat
limita maxima permisa de legislatia in vigoare in Romania (5 log CFU/g, corespunzator 10°
CFU/g). Malak si colab. (Malak si colab., 2025) au comparat incarcatura microbiana a cinci specii
de peste si au determinat ca crapul comun si crapul ierbivor au prezentat cele mai ridicate
valori ale APC (5,44 log CFU/g si, respectiv, 5,51 log CFU/g). Analiza prezentului studiu a
evidentiat valori mai scazute ale APC, chiar daca proba AO continea fileuri din doua specii de
peste si alte ingrediente. De asemenea, acestia au raportat valori ale bacteriilor coliforme de
1,66 log CFU/g si 1,93 log CFU/g, respectiv, mai ridicate decat rezultatele obtinute in acest
studiu.

Figura 2.30. Numarul total de bacterii aerobe mezofile (log10 UFC/g) in diferitele preparate din
peste destinate cateringului, obtinute prin tehnici diferite de gatire (A0 — martor; A1 — sous
vide cook—serve; A2 — gatire convectiva cook—serve; A3 — gatire la microunde cook—serve; A4
— gatire convectiva cook—chill; A5 — gatire convectiva cook—freeze). Rezultatele sunt
exprimate ca media a trei determinari + deviatia standard (SD); literele diferite indica diferente
semnificative statistic (test Tukey, p <0,05).

Productia preparatului din peste in sistemul cook—chill (CC-CC, cuptor cu convectie urmat de
racire rapida Tn doua etape pana la temperatura de refrigerare) a determinat un nivel de
contaminare bacteriana cu 45% mai ridicat decat in cazul produsului preparat in sistem cook—
serve. Produsele realizate in sistem cook—freeze (CC-CF, cuptor cu convectie urmat de racire
rapida in doua etape pana la temperatura de congelare) au prezentat o incarcatura cu 24,2%
mai mare comparativ cu acelasi produs realizat in sistem cook—serve.

Stabilitatea microbiologica a produselor de catering a fost monitorizata pe durata termenului
de valabilitate prevazut de standardul produsului, in ceea ce priveste evolutia
microorganismelor aerobe mezofile. Termenul de valabilitate este estimat la 5 zile pentru
preparatele realizate in sistem cook—chill (CC-CC), pastrate la 4 °C, si la 50 de zile pentru
preparatele realizate in sistem cook—freeze (CC-CF), pastrate la -18 °C. Tn urma analizelor
microbiologice efectuate pe probele depozitate timp de 5 zile (A4-e), respectiv 50 de zile (A5-e),
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a fost posibila estimarea si declararea termenului de valabilitate al produselor de catering.
Probele au fost prelevate si analizate zilnic din produsele refrigerate codificate Ada—e pe
intreaga durata a termenului de valabilitate.

¢ Numarul total de drojdii si mucegaiuri (TYMC)
Toate probele analizate au prezentat un numar total de fungi mai mic decat jumatate din
valoarea APC, cu exceptia probei A3. Proba AO, reprezentand proba cruda, a avut un TYMC de
2,43 log CFU/g, valoare care depaseste incarcatura initiala de fungi acceptata de Regulamentul
CE.

¢ Numarul de coliformi
Numarul initial de coliformi in proba cruda a fost de 1,41 log CFU/g, sub limita stabilitd de
Regulamentul Comisiei Europene. Dupa aplicarea tratamentelor termice, valorile au scazut in
sistemele cook—serve astfel: 1,22 log CFU/g in sous vide, 1,04 log CFU/g in convectie si 0,48 log
CFU/g in cazul microundelor.

o Determinarea E. coli
Proba cruda a prezentat 0,85 log CFU/g de E. coli. Acest nivel a scazut cu 33% (0,67 log CFU/g)
dupa gatirea sous vide, cu 57% (0,48 log CFU/g) dupa tratamentul convectiv si a fost redus
complet (nedetectabil) in toate celelalte probe. Toate probele testate au mentinut un continut
de E. coli sub limitele acceptate.

e Evaluarea calitatii senzoriale
Caracteristicile senzoriale ale preparatelor din peste au fost identificate ca fiind factorii
principali care influenteaza decizia de achizitie a consumatorilor. Aceste caracteristici sunt, de
asemenea, considerate determinanti esentiali ai calitatii acestor preparate. Diferite atribute
senzoriale pot fi utilizate pentru clasificarea preparatelor din peste in functie de aceste
standarde (Malak si colab., 2025).
Setul de date al preparatelor din peste (Tabelul 2.43) cuprinde rezultatele evaluarii senzoriale
ale probelor de preparate din peste: Al: gatire sous vide—cook—serve (SV—CS), A2: gatire
convectiva—cook—serve (CC—CS), A3: gatire la microunde—cook—serve (Mw—CS), A4: gatire
convectivda—cook—chill (CC-CC), A5: gatire convectivda—cook—freeze (CC-CF), OA1l: proba
fmbunatatita sous vide—cook—serve (SV-CS), OA2: proba Tmbunatatita gatire convectiva—
cook—serve (CC—CS) si OA3: proba imbunatatita gatire la microunde—cook—serve (Mw—CS). Au
fost analizate opt tipuri de preparate din peste, corespunzatoare unui total de 24 de probe (8
probe analizate n triplicat), fiind inregistrate rezultatele pentru sase parametri senzoriali
pentru fiecare proba. Variabilele evaluate au fost: aspect exterior, aspect interior, consistenta,
miros, gust si acceptabilitate generala.
Scopul identificarii celui mai distinctiv atribut dintre preparatele din peste a fost realizat prin
aplicarea algoritmului Random Forest. Modelul de tip Random Forest pentru clustering a fost
optimizat in mod specific in raport cu valoarea criteriului informational bayesian (BIC), vizibil in
diagrama ,Elbow Curve” (Figura 2.30). Diagrama ,elbow” evidentiaza punctul de inflexiune al
curbei, respectiv momentul in care adaugarea unui nou cluster nu mai aduce o imbunatatire
semnificativa a modelului. Metrica optimizata a modelului, si anume cea mai mica valoare BIC,
este indicata prin punctul rosu.
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Dupa cum reiese din Tabelul 2.43 si Figura 2.31, variantele preferate de panelisti sunt
reprezentate de proba A2, preparatd prin gatire convectiva in sistem cook—serve (CC-CS),
precum si de proba OA2, care reprezinta varianta imbunatatita a aceleiasi metode. Cele doua
probe au fost grupate in acelasi cluster (Cluster 2).

®  Lowest BIC ==+ AIG = = BIG =— W35
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-
80 - e
- ’
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Figura 2.30. Determinarea clusterelor optimizata in conformitate cu Criteriul Informational

Bayesian (BIC) pentru cele opt probe de preparate din peste: Al: gatire sous-vide — cook-serve
(SV-CS), A2: gatire convectiva — cook-serve (CC-CS), A3: gatire cu microunde — cook-serve (Mw-
CS), A4: gatire convectiva — cook-chill (CC-CC), A5: gatire convectiva — cook-freeze (CC-CF), OA1:

proba imbunatatita prin gatire sous-vide — cook-serve (SV-CS), OA2: proba imbunatatita prin

gatire convectiva — cook-serve (CC-CS) si OA3: proba imbunatatita prin gatire cu microunde —

cook-serve (Mw-CS). Criteriul Informational Akaike (AIC); suma patratelor in interiorul
clusterelor (WSS — within sum of squares).
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Figura 2.31. Reprezentare bidimensionala t-SNE care ilustreaza gruparea clusterelor pentru cele
opt probe de preparate din peste: Al: gatire sous-vide — cook-serve (SV-CS), A2: gatire
convectiva — cook-serve (CC-CS), A3: gatire cu microunde — cook-serve (Mw-CS), A4: gatire
convectiva — cook-chill (CC-CC), A5: gatire convectiva — cook-freeze (CC-CF), OA1: proba
Tmbunatatita prin gatire sous-vide — cook-serve (SV-CS), OA2: proba imbunatatita prin gatire
convectiva — cook-serve (CC-CS) si OA3: proba imbunatatita prin gatire cu microunde — cook-
serve (Mw-CS).

Gatirea convectiva a fost tratamentul termic care a generat cele mai apreciate caracteristici
senzoriale in probele analizate A2 (CC—CS) si OA2 (CC—CS), obtinand scoruri medii de 8,41,
respectiv 8,47 puncte. Toate celelalte probe, indiferent de tratamentul aplicat, au fost grupate
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intr-un alt cluster (Cluster 1), ceea ce sugereaza ca panelistii au acordat evaluadri similare
acestor mostre, fara diferente semnificative intre scorurile obtinute.

Analiza de cluster a evidentiat, de asemenea, ierarhizarea caracteristicilor senzoriale in functie
de importanta lor in gruparea probelor. Cea mai importanta variabila a fost mirosul (indice
1,383), urmat de gust (1,343), aspectul exterior (1,282), acceptabilitatea generala (1,254),
aspectul interior (1,201) si, in final, consistenta (0,933).

Tn ceea ce priveste propunerea de optimizare, s-a observat cd probele sous vide (SV) optimizate
(OA1 — 7,93 puncte) nu au inregistrat un rezultat pozitiv, fiind subevaluate in comparatie cu
probele initiale (A1 — 8,15 puncte). in acest caz, propunerea de optimizare tehnicd nu a
imbunatatit calitatea senzoriala, acest lucru fiind evidentiat de contractia ambalajului datorata
vidului intern, care a afectat mecanic integritatea produsului. Aspectul interior si exterior al
probelor a fost influentat de consistenta produselor netratate termic, precum si de actiunile
mecanice aplicate in timpul prepararii, formarii si tratamentului termic. De asemenea, s-a
observat ca probele supuse coacerii convective (OA2) si coacerii la microunde (OA3) au
inregistrat scoruri mai mari in comparatie cu probele initiale (A2 si, respectiv, A3).

Rezultatele obtinute in acest studiu privind prepararea culinara a pestelui in sistemele cook-—
serve, cook—chill si cook—freeze, alternand cu tratamente termice precum sous vide, coacere
convectiva si microunde, difera in ceea ce priveste randamentul de productie, potentialul
nutritiv, siguranta si valoarea senzoriald. Cea mai mica pierdere cantitativa a fost determinata
in cazul preparatului de peste gatit sub vid (A1, 14,25 + 1,57%), comparativ cu preparatele
tratate termic prin coacere convectiva si microunde, unde pierderile au fost de aproximativ
30%. Sistemele care asigura o durabilitate minima semnificativ Tmbunatatita prin racire
controlata la temperatura de refrigerare (A4) si congelare (A5) au determinat pierderi
cantitative de aproximativ 40%.

Sistemele deschise—coacerea convectiva si la microunde—au Tnregistrat pierderi mai mari de
gatire decéat sistemul sous vide, Tn principal din cauza pierderii de umiditate. Cea mai mica
pierdere cantitativa a fost determinata in cazul preparatului sous vide (A1, 14,25 + 1,57%),
comparativ cu cele tratate termic prin convectie si microunde, unde pierderile au fost de
aproximativ 30%. Sistemele care asigura o durabilitate minima imbunatatita prin racire
controlatd la 4 °C (A4) si congelare (A5) au determinat pierderi de aproximativ 40%.

Continutul de macronutrienti a prezentat variatii reduse intre sistemele utilizate. Continutul
proteic a fost similar in toate preparatele, cu o valoare medie de 16,06%. Digestibilitatea a fost,
de asemenea, apropiata, cu variatii foarte mici intre cele cinci tehnici de gatire, dar a crescut
usor in sistemele cook—chill si cook—freeze, comparativ cu sistemul cook—serve (CC—CS). Profilul
acizilor grasi a evidentiat cele mai ridicate continuturi de SFA, MUFA si PUFA in preparatul gatit
la convectie. Retentia vitaminei PP a fost maxima in preparatul sous vide si minima in gatirea
convectiva. Cele mai mari cantitati de vitamine hidrosolubile au fost mentinute in preparatele
sous vide, Tn timp ce sistemul convectiv CC—CS a determinat cea mai mare scadere a
continutului de riboflavina si niacind. Tn ceea ce priveste vitaminele liposolubile, respectiv
retinolul si a-tocoferolul, sous vide a pastrat cea mai mare parte din continut, iar microundele

95



Teza de abilitare Prof.dr. ing. Vasile PADUREANU

au determinat reducerea acestora la cele mai scizute valori. In termeni de retentie reald a
vitaminelor, sous vide si gatirea convectiva s-au dovedit a fi mai protective.

Din punct de vedere microbiologic, APC a fost cel mai ridicat in preparatul sous vide si cel mai
scazut in cel gatit la microunde, insa ambele au fost in limitele acceptate. Numarul de fungi a
fost, de asemenea, sub limite, cu valoarea cea mai mare in preparatul sous vide si cea mai mica
dupa gatirea la microunde. Numarul de coliformi a fost foarte redus, iar E. coli a fost sub limite,
ajungand chiar la absenta in preparatul la microunde. S. aureus, B. cereus, L. monocytogenes si
Salmonella spp. au fost nedetectate in toate probele, ceea ce confirma faptul ca preparatele au
fost obtinute in conditii de siguranta si igiena maxima. Sistemele cook—chill si cook—freeze ofera
o durata de conservare mai mare si un control riguros al principalilor indicatori de siguranta.
Gatirea convectiva Tn sistem cook—serve (CC—CS) a fost identificata ca tratamentul termic care a
generat cele mai apreciate caracteristici senzoriale in probele analizate, in special A2 si OA2,
care au obtinut cele mai mari scoruri. Sistemul CC—CS s-a dovedit a fi cel mai eficient, deoarece
asigurd un echilibru intre calitatea tehnologica, calitatea nutritionald, siguranta si calitatea
senzoriald. Prin acest sistem de productie se poate asigura diversificarea in gastronomia de fine
dining, oferind versatilitate valorilor de calitate ale produselor culinare. Tratamentele sous vide
si microunde, precum si probele preparate in sistemele cook—chill si cook—freeze, au fost
considerate mai putin atractive din punct de vedere senzorial.

1.3 Recunoasterea si impactul activitatii

Activitatea profesionald, in special cea de cercetare, au condus la atingerea unor indicatori
respectabili din punctul de vedere al recunoasterii.
Activitatea profesionala, in special cea de cercetare, au condus la atingerea unor indicatori

respectabili din punctul de vedere al recunoasterii.
Referitor la indicii Hirsch, conform WoS/Clarivate indicele Hirsch este 5 (Fig.3.1), in Scopus este
5 (Fig.3.2), iar in Google Scholars este 9 (Fig.3.3), conform print-screen-urilor din imaginile de

mai jos.
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Fig.3.2.Indice Hirsch in Scopus la data de 09.01.2025

Conform bazei de date Scopus publicatiile indexate (49) la care sunt autor au acumulat

un total de 602 de citari.

Padureanu V. » B2 uRMARITI Citat de AFISATILE PE TOATE
0 Universitatea Transilvania Brasov

Toate Din 2021
Adres3 de e-mail confirmati pe unitbv.ro

Referinte -
v bibliografice 259 210
h-index 9 8

i10-index 9 7

B.Il PLANUL DE EVOLUTTIE $1 DEZVOLTARE A CARIEREI PROFESIONALE, STIINTIFICE $I
ACADEMICE

Obiectivul fundamental al carierei mele a fost, este si va ramane perfectionarea
continua din punct de vedere profesional, Tn vederea desfasurarii activitatilor didactice si de
cercetare la cele mai inalte standarde de calitate. Prin aceasta preocupare constanta urmaresc
sa respect atat propriile valori si principii profesionale, cat si standardele de calitate promovate
prin Carta Universitatii Transilvania din Brasov.

n vederea atingerii acestor obiective, imi propun s3 imi dezvolt activitatea in mai multe
directii strategice, dupa cum urmeaza: dezvoltarea activitatii didactice si educationale,
consolidarea activitatii de cercetare stiintifica si intensificarea procesului de internationalizare.

II. 1. Dezvoltare pe plan didactic

Continuturile disciplinelor vor fi actualizate periodic, prin integrarea noutatilor din
domeniul tehnologiilor alimentare fermentative, analizei instrumentale, controlului calitatii si
sigurantei alimentare. Voi urmari dezvoltarea competentelor practice ale studentilor si
familiarizarea acestora cu tehnologiile moderne, metodele avansate de analiza si cerintele
actuale ale industriei alimentare.

De asemenea, imi propun dezvoltarea si diversificarea resurselor didactice prin
elaborarea de cursuri, ghiduri de laborator, materiale digitale si lucrari de specialitate destinate
procesului educational, inclusiv publicarea unei carti dedicate analizei instrumentale utilizate in
industria alimentara.

Pe termen lung, voi urmari integrarea in activitatea didactica a unor domenii emergente,
precum digitalizarea, automatizarea, inteligenta artificiala si sustenabilitatea, contribuind astfel
la formarea unor absolventi bine pregatiti, adaptabili si competitivi pe piata muncii.

Il. 2 Dezvoltare pe planul cercetarii-dezvoltarii

Activitatea de cercetare va fi strans corelata cu strategia de cercetare a Scolii Doctorale
Interdisciplinare din cadrul Universitatii Transilvania din Brasov, in special cu domeniile de
cercetare de interes din domeniul Ingineria Produselor Alimentare, respectiv:
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= Chimia si procesarea alimentelor: intelegerea compozitiei, imbunatatirii, conservarii si
noilor tehnologii de procesare a alimentelor.

= Microbiologia si siguranta alimentara: asigurarea sigurantei alimentare si a calitatii si
dezvoltarea de masuri de control.

= Nutritie si sanatate: conectarea stiintei alimentare la sanatatea umana, dietda si
prevenirea bolilor legate de dieta.
Sustenabilitate: dezvoltarea de sisteme rezistente, reducerea risipei alimentare si
valorificarea subproduselor.

Principalele teme de cercetare pe care le preconizez si le abordez in domeniul Ingineria
Produselor Alimentare sunt urmatoarele:
- Obtinerea de biomasa proteica cu drojdii neconventionale
- Obtinerea unor oteturi functionale pe baza de Kombucha
- Aplicatii ale ultrasunetelor in extractia de compusi biologic activi ca ingrediente alimentare
- Dezvoltarea unor tehnologii inovative de obtinere e unor vinuri din fructe cu valoare
adaugata
n ceea ce priveste activitatea de practicd de cercetare, voi atrage in proiectele in care
sunt implicat atat studenti din anii terminali (min 2/ an), cat si tineri cercetatori-doctoranzi (min
1/an). Principalele domenii abordate vor fi legate de tehnologii fermentative, alimente
functionale si nutraceutice, bioeconomie circulara.
in termeni de publicatii, bazandu-mé& pe activitatea doctoranzilor si a colaborarilor cu
alti parteneri, imi propun ca anual sa elaboram minimum douad articole indexate si cotate
WoS/Clarivate, unul Scopus si trei de tip BDI.
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