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ARGUMENT

in 2010, OMS a prezisacpari in 2030, bolile cardiovasculare, care afecteiazprezent
peste 23 milioane de oameni, vam@ane principalele cauze de deces. Riscul de infErehiocard
este de trei ori mai mare la persoanele cu hipesteiolemie, comparativ cu persoanele care
prezint profiluri lipidice normale. In afara instituiriinui regim alimentar hipocolesterolemiant,
s-au ncercagi alte abordri, de exemplu suplimentarea dietei cu alimentectionale, cu rol de

scidere a colesterolului.

Domeniul alimentelor funmnale reprezirit un domeniu de cercetare foarte vast, care
imbina studiile de genomi; epidemiologiesi clinice cu progresele din industria alimefitain

concordars cu cerinelesi preferirtele consumatorilor.

Alimentele fun@onale sunt produse alimentare precgimomponente ale acestora, care in
afara faptului & satisfac foamea asiguéi necesarul nutiional, aduc beneficii organismului, prin
cresterea imuniitii si amelioararea sau rezolvarea anumitor @iec In ultimii ani se obse#vci
atat aderegg@a cat si compliarta la acest trend este in ge¥e. Cogtientizarea beneficiilor
alimentelor fundonale asupraasatatii poate 4 condud, in timp, la o sadere a adresabiiiii

populaiei pentru asistga medical.

Atentia nutrtionistilor se indreapt tot mai mult asupra unor alimente valoroas@r we
gasit, iar semigele de hrca germinate repreziaituna dintre cele mai concentrate surse (complet

naturale) de vitamine, minerale, enzime, proteiratioxidani naturali.

Obiectivul acestui studiu 1l reprezintealizarea, prin procesul de germingireptimizare a
fermentaiei, a unui aliment funtoonal pe baz de pseudocerealg, anume hrca, cu potemale
efecte benefice in dislipidemie, supraponderabglitdezitate, boli cardiovasculase hepatice,

diabet, celiachie, precusnfolosirea ei in aliment& copiilorsi sportivilor

Prin compozia chimia, hrisca comus reprezini un aliment fungonal deosebit de
eficient. Hrsca este singura plantde campsi una dintre ptinele plante care prezinun compus
biologic activ, rutinul, cu awne deosebit de putergiicin bolile cardiovasculare. Principala
proprietate a rutinului este de aidea permeabilitatea capiasi implicit fragilitatea capila,

imburatatind hemodinamica sistemului capilgr de asemenea, este un antioxidant deosebit de
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eficient. Diverse studii au #at & flavonoidele prezente in kei exerciti efecte benefice asupra

tuturor metabolismelor din organismul uman.

Prin germinare combinaicu fermentare, valoarea biologigi functionak a hricai creste.
Continutul Tn antioxidan creste foarte mult, astfel incat valoarea ftianak a alimentului obnut

este foarte ridicét

Combinarea acestor resurse vegetale valoroase, mwam compozia chimia pot fi
considerate prebiotice bogate in antioxttlaou probiotice repreziatun element de noutate in

categoria alimentelor fugionale.

Produsul sinbiotic realizat va fi ocaltura fermentai cu probiotice care va fi testat pe

consumatorgi urmarite efectele ajrute in urma consumului acestui aliment.
Principalele obiectiveale studiului de @ sunt:

1. Caracterizarea semprlor de hrca si urmarirea modificirilor biochimice ale sempelor
de hrisca pe parcursul gapte zile de germinare.

2. Optimizarea procesului de fermengapentru identificarea variantei deibtura fungionala
cu coniinut maxim de antioxidansi probiotice atat dup terminarea fermentsei, catsi pe
intreaga perioad de valabilitate a produsului.

3. Analiza fizico-chimig si microbiologiaz a produsului fungonal okyinut.

4. Impactul kiuturii fungionale asupra compaiei corporalesi a profilului lipidic a unor

voluntari.

STRUCTURA TEZEI

Teza este structugein dou parti principale, prima parte incluzand studiul derhtiia, iar
cea de-a doua parte, contriibpersonale, rezultate, diggiusi concluzii.
Lucrarea cotine 198 de pagini, 100 de figuri, 31 de tabelesltesi tehnologid si 322 de
referinte bibliografice.
PARTEA INTAI: STUDIUL DE LITERATUR A, cuprindeCapitolul 1, intitulat Stadiul actual
si de perspectivi in folosirea alimentelor fundionale
PARTEA A DOUA: CERCET ARI PROPRII, cuprindesase capitole, fiecare dintre acestea
urmarind: motivgie si obiective, rezultate, disgy concluzii patiale.
Capitolul 2. Materiale si metode cuprinde enumerarea materialelor precgino descriere a

metodelor, modelelasi modekrilor matematice folosite in studiu.
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Capitolul 3. Caracterizarea procesului de germinare cuprinde caracterizarea chiraica
seminelor de hrgca si a seminelor de hrgca germinai pe parcursul gapte zile.

Capitolul 4. Optimizarea procesului de fermentaie cuprinde optimizarea parametrilor
biotehnologici pentru ainerea Kuturii fungionale, precumi evoluia compgyilor antioxidani si a
celulelor probiotice pe parcursul perioadei de eovere, de 21 de zile.

Capitolul 5. Analiza fizico-chimica si microbiologica a bauturii func tionale cuprinde
caracterizareadoiturii functionale.

Capitolul 6. Impactul bauturii func tionale asupra unor parametri ai compoaziei corporale si

ai profilului lipidic sangvin cuprinde o analiza modifiarilor sangvine a zece repondecare au
loc pe parcursul a cincigtamani.

Partea de cercet proprii se incheie cuCapitolul 7. Concluzii generalesi perspective ale
studiului. Tn continuare sunt prezentate disemmaezultatelorsi bibliografia aferent studiilor
efectuate.

Studiul a fost efectudin cadrul Facuitii de Stiinta si Ingineria Alimentelor, Departamentul de
Biochimie, laboratorul de Microbiologie, PlatforrB#OALIMENT si laboratorul de Chimie, Fizic

si Mediu al Faculitii de Stiinte si Mediu din cadrul Universitii ,Dunarea de Jos” din Galia

Elementele de originalitate ale tezesunt:
w» Primul studiu din Romania care propune o modalitate de valorificare a potentialului
bioactiv al hriscdi, precum §i caracterizarea sa.
R Obtinerea unei bauturi functionale unice, care reuneste atat componente probiotice, cat
si componente prebiotice bogate in compusi antioxidanti
» Evidentierea atat a celulelor probiotice viabile, cat si a compusilor antioxidanti dupd
simularea gastrointestinald, in vitro, prin analize microbiologice, HPLC si spectroscopie in
infrarosu.

w» Verificarea efectelor benefice ale biuturii functionale prin analiza compozitiei corporale

s1 a profilului lipidic sangvin a zece respondenti, dupd consumul biuturii functionale.
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Capitolul 1.

STADIUL ACTUAL S| DE PERSPECTIVA IN FOLOSIREA ALIMENTELOR
FUNCTIONALE

1.1. Alimente fundionale
Principiul "Alimentul @ va fie medicamenti medicamentul alimehtles de atre Hipocrate
cu 2500 ani Tn urthprezint un interes reinnoit datofievoluiei stiintifice si tehnice a ultimilor ani

caresi-a pus amprenta asupra modului dad/a oamenilor.

Termenul de alimente futionale, 8a cum se aplicla produsele alimentare, a adoptat noi
valerte: acelea de a oferi, in afara satisfacerii nevailatritive de baZ avantaje suplimentare
fiziologice, care contribuie la menerea sirii optime de 8natate fizici, psihiG si mentak a

populaiei.

European Commission’s Concerted Action on FunelioRood Science in Europe
(FUFOSE) a definit alimentele fumenale astfel: Un nutrient poate fi cugurinzag considerat doar
aliment fungonal daci s-a dovedit in mod satigfitor, ci se pot schimba in mod pozitiv una sau
mai multe fungi de finta, pe lang efectele nutritive, pentru a imhitrsi in mod constant starea de
sanatate, bumstare in timp ce este redus riscul de orice @iee. Un aliment furr@onal ar trebui
sq fie in mod ideal, un nutriegt nu ar trebui & se schimbe eficacitatea acestuia atunci candiintr
intr-un regim alimentar, acesta nu ar trebuia s fie pastili sau capsul.”

http://www.ilsi.org/Europe/Pages/FUFOSE.asg&cientific Concepts of Functional Foods in

Europe). Aceea comisie a concluzionaggpractic, un aliment funional poate fi:

- un aliment natural;

- un produs alimentar la care s-aaglat un component;

- un aliment care nu mai glee un component;

- un produs alimentar in care unul sau mai multe corapte au fost schimbate;

- un produs alimentar in care biodisponibilitateaiarsau mai multor componente au

fost modificate;

- oricare combinge a caracteristicilor anterioare.

Celiachia, diabetul de tip 2, obezitatea, sindrometabolic sunt afewini cronice cu o mare

incidenta in randul populgei, pentru care tratamentul igieno-dietetic estmprdial.  n acest

sens, extinderea gamei de produseionale pentru aceste categorii de persoane estditien
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De exemplu, pot fi considerate alimente fumeale alimentele care con probioticesi/sau

prebioticesi/sau antioxidaf.
Perspective de viitor al alimentelor funtionale

Rolul alimentelor fungonale atat in preveia, catsi in reducerea sau ameliorarea
simptomelor cauzate de diverse ail@u este susut de rezultatele diverselor studii clinice.
intelegerea efectelor ingredientelor alimentelor aswgmatatii oamenilor va determina pe termen
lung o schimbare a modului deihire si implicit o scidere a riscului de morbiditagemortalitate
datorate in special obeaii si bolilor cardiovasculare.

Aceste afeguni, Tmpreurd cu toate consedele ce urmeagz apar oddt cu atitudinea pe
care consumatorul o alege naéfarfuriei”.

Bolile cronice, datorate stilului de viasedentagi abunderei de alimente foarte procesate,
nu sunt rezolvate cu consumul de medicamente.dstaens, o cstere tot mai mare a colakioii
dintre nutriionisti si cercetitorii si produdtorii din industria alimentarva conduce la identificarea
acelor surse de hrarcu potemial benefic maxim asupraigatatii oamenilor. De asemenea, prin
continuarea studiilor de monitorizare @&atii publice du@ consumul de alimente futicnale, se

vor intelegesi alte aspecte neelucidate pan prezent.

Extinderea gamei, imprefurtu mediatizarea rolului pe care il au alimenteleaionale ar
conduce la alegeri magoare din partea consumatorilor. Este posibil catecalimente furtonale
si prezinte un pre mai mare decat alimentele ,fast-food”, dar, avéimd vedere balaa

risc/beneficiu pentruasatate, se poate spune cgutinta care va fi alegerea.

Existena unor strategii la nivel mianal privind activitatea de cercetare a alimentelo
functionale, precunsi testarea eficigei acestora, vor conduce la dezvoltarea acestuneeigde
piata. Existena unor studii clinice careasdovedeast eficierta alimentelor fungonale vor

convinge consumatorul privind alegerile.

CAPITOLUL 2
MATERIALE S| METODE DE INVESTIGARE UTILIZATE IN CERCETARE

in cadrul acestui subcapitol sunt prezentate nadédei, caracteristicile generale ale acestora

si metodele de anatizutilizate pentru rezolvarea obiectivelor progranale cercetare doctoral.
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2.1. Materiale
Materia prind, utilizata Tn cadrul programului de cercetare doctoral, & feprezentat de
hrisca recoltat in anii 2010, 2011, 2012. A fost achianat din Republica Moldova.

In cadrul cercéiii au fost folositesi alte materiale: mierea de ki achiziionat de la
Smitty Bee Honey Inc. Company din lowa, USA, inaliachiziionaé de la Compania SC Enzime
si Derivate, Cos¢§a, Romania; cultura starter dactobacillus plantarunVege Start 60 (liofilizai)

de la Compania Christian Hansen, Danemarca, av@odaentratie de 4,8 *1®ufc/g.

2.2. Metode de analia

Atat materia prira catsi bautura funcionak a fost caracterizatprin analizefizico-chimice,
biochimice, imunologicegi microbiologice.

2.2.1. Analize fizico-chimicesi biochimice

2.2.1.1. Corinutul de umiditate, respectiv substgmuscati (s.u.)a fost determinat

prin uscare la etuy conform metodei A.O.A.C., 1995.

2.2.1.2. Determinarea cagmutului de cenwad s-a realizat prin metoda STAS 9/1988.
2.2.1.3. Determinarea azotului totas-a realizat conform metodei SR ISO 9037:2007.
2.2.1.4. Determinarea cgmutului de grasime a constat in extragerea subsgtdor

grase libere din proba de analizat cu eter de lpewaform metodei A.O.A.C., 1995.

2.2.1.5. Determinarea glucidelor reditoare s-a realizat prin metoda cu DNS,
(acidul 3,5-dinitrosalicilic) conform metodei A.O.@.

2.2.1.6. Determinarea cagmutului de amidon s-a efectuat prin metoda chiniic
conform metodei A.O.A.C., 1995.

2.2.1.7. Determidrile conyinuturilor de fibre totale si fibre insolubile s-au realizat

cu ajutorul kitului Megazyme total dietary fibre KBFR 05/12 de la Megazyme International

Ireland.
2.2.1.8 Determinarea pH-uluia fost realizat conform metodei A.O.A.C., 1984.
2.2.1.9. Determinarea aciditii totale conform metodei A.O.A.C. 1995.
2.2.1.10 Analiza coninutului total de polifenoli a fost realizai spectrofotometric

folosind acid galic ca standard, conform metodescdei de International Organization for
Standardization (ISO) 14502-1 (31)Anesini (2008).
2.2.1.11. Estimarea copinutului total de flavonoide a fost realizat

spectrofotometric folosind o metb@Bozin, 2008).
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2.2.1.12. Determinarea activifii antioxidante prin metoda cu DPPH fost realizai
in conformitate cu protocolul de Brand - Williani®05) cu modifiéri.

2.2.1.13. Analiza HPLC a aminoacizilors-a realizat utilizand analizorul de aminoacizi
DIONEX ICS-3000.

2.2.1.14. Analiza HPLC a compyilor fenolici a fost realizat prin metoda HPLC-
DAD-MS, utilizand sistemul HPLC Agilent 1200 cu tdetor DAD cuplat cu detector MS
singlequadrupole Agilent 6110.

2.2.1.15. Analiza FTIRs-a realizat pentru biomgsutilizand echipamentul Magna-IR
Spectrometer 350, prin inregistrarea spectreldad®00 la 1000 cricu o rezoltie spectral de 2
cm, utilizand tehnica Ateniii Reflexiei Totale (ATR — Atenuator Total Reflegice).

2.2.1.16. Determinarea profilului mineras-a realizat prin tehnica de fluorestede
raze X, folosindu-se instrumentul Niton XIt 700 tadnil (Niton Europe GmBH, Germany).

2.2.1.17. Determinarea compgzi corporales-a realizat cu cantarul cu bioimpedan
OMRON BF-511.

2.2.1.18. Determinarea profilului lipidic sangvis-a realizat la analizorul automat de
biochimie ABX Pentra 400 (Horiba Medical, Frant&ji-urile cu reactivi pentru determinarea
parametrilor profilului lipidic: colesterol totafrigliceride, HDL-colesterol, au fost achimnate de

la aceeasi firfh Horiba Medical.

2.2.1.19. Metoda simatfii, in vitro, a condriilor gastrointestinale a presupus

preparareaucurilor simulate gastrig intestinal dup metoda (Kos, 2000).

2.2.2. Analize imunochimicebazate peeacia antigen-anticorp
2.2.2.1. Determinarea glutenuluis-a realizat cu ajutorul kit-ului The R5 ELISA
RIDASCREEN® Gliadin- Germania. Potrivit Codex Alimtarius (Alinorm 08/31/26) existdoui

categorii de etichetare a produselor alimentafanaie de cofinutul de gluten:
1.) Produsele alimentare care gormai puin de 20 ppm pot fi etichetate ca "glutenfree".

2.) Produsele alimentare etichetate drept "cutioah foarte s&zut”, pot avea un caeimut de

gluten de 20 panla 100 ppm.

2.2.3. Analize microbiologice
2.2.3.1. Determinarea nundrului total de bacterii lactice s-a realizafrin cultivarea pe

mediu de cultut MRS cu agar, in dublu strat, rapil Petri sterile.
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2.2.3.2. Determinarea drojdiilorsi mucegaiurilor s-a realizat prin cultivare pe mediul
MMA (must de mal agar), termostatare la temperatura 28mp de 3-5 zile.

2.2.3.3. Determinarea bacteriilor coliform@ a enterobacteriilors-a realizat prin metoda
tuburilor multiple. Mediul folosit a fost buliondactoz bila-verde-briliant (BLBVB) cu plutitor
(tub Durham). Confirmarea prezensi identificarea enterobacteriiloEgcherichia coli, Klebsiella
Sp) s-a realizat prin cultivarea pe mediu Levin® B cu eozi si albastru de metilen) in i
Petri prin termostatare la temperatura d4C3Timp de 24 de ore.

Metodele de analia statistica si modelare

2.2.3.1. Analiza statisti@ a fost realizdit cu ajutorul analizei factoriale ANOVA

2.2.4.2 Metodologia suprafeei de w@spuns (MRS)si Designul experimental Box-
Behnkenau fost realizate cu ajutorul software-ulDESIGN EXPERT 8.0.7.1.

2.2.4.3. PCA(Analiza componentelor principalea fost realizdt cu ajutorul software-
ului XLSTAT (Win) 2011.

2.2.4.4. Software-ul CurveExpert Professional 2.0.@ fost conceput cu scopul de a

realiza diferite coreld intre parametrii care caracterizégrocesul de fermentie.

CAPITOLUL 3

INFLUEN TA PROCESULUI DE GERMINARE ASUPRA COMPU SILOR BIOACTIVI DIN
HRISCA

3.1. Introducere

Existi multe defintii pentru germinare. Din punct de vedere fiziologgerminaia este
definita ca apatia radicelei din semte. Germinarea este procesul prin care sgri@rcresc, dand
nastere la noua plaat(Coulibaly, 2011). Reprezitsingurul proces de prelucrare a produselor
agroalimentare prin care se realizeaz cretere importarit a valorii nutritive prin rarirea
biodisponibilititii compuwilor nutritivi, a coninutului de vitamine, de bioelementg a altor
substare biologic active (Segal,1991).

Germinarea s-a realizat in germinatorul automatGeeen (USA).
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3 - hrisca germinai dupi 3 zile 4 - a hrisca germinat dupi 4 zile 5 - hrisca germinai dupi 5 zile

: AT RN TR ; < - e e B I ’
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6 - hrisca germina® dupi 6 zile 7 - hrisca germinat dupid 7 zile germinator EasyGreen

Figura 3.1. Semimele de hrfca negerminate (Oyi germinate timp de 7 zile (1-7)

3.2. Compoztia chimica
Coninutul de substaa uscal, cenga, proteine, lipide, amidogi glucide reduétoare in
timpul germirarii semirtelor de hrgca sunt prezentate Thabelul 3.1

Tabelul 3.1. Compozia chimica a seminelor naintesi dupa germinare

1 2 3 4 5 6 7
Substanta 90,17 + 87,11+ 79,11+ 67,88+ 56,78+ 50.24 + 45,63 + 42,68 +
uscati, % 3,05 2,56 2,03 2,58 1,24 1.13 0,95 0,52
Cenusa, 2,11 + 2.28 + 2,35+ 2,45 + 2,93+ 3,4+ 3,64 + 3,92 +
g/100gs.u. 0,21 0,35 0,159 0,475 0,589 0,974 0,805 0,391
Proteine 11,76+ 11,80+ 11,95+ 12,54+ 13,22+ 14,88+ 16,20+ 17,60+
g/100gs.u 0,59 1.11 0,78 0,17 0,61 0,52 0,43 0,44
Lipide, 3,85+ 3,71 + 2,91+ 2,32+ 1,65+ 1,48 + 1,36 + 1,30 +
g/100gs.u. 0,55 0,39 0,44 0,22 0,28 0,26 0,31 0,38
Glucide
totale 72,45 69.32 61,90 50,57 38,98 30,48 24,43 19,86
g/100 g s.u.
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Amidon,
g/100 g
glucide totale
Glucide
reducitoare 69,54 + 163,19 + 396,79 + 644,44+ 78555+ 122203+ 1244,62+ 1270+
mg /100 g 2,47 0,12 1,95 5,33 22,01 37,91 97,43 3,90
glucide totale

68.35 + 64,85+ 5480+ 4492+ 32,62+ 22,68+ 15,89 + 10,16 +
5,29 3,78 5,33 1,30 7,03 1,44 2,47 0,13

Fibre totale,  , 55 4,31 5,01 6,58 8,43
g/ 100 g s.u.

Fibre

insolubile 2,97 3,03 3,37 4,78 6,18
g/ 100 g s.u.

Fibre

solubile 1,06 1,28 1,64 1,80 2,25
g/ 100 g s.u.

Valoare
calorica, 364,5 349,7 259,8 172,7 154.,8
kcal/100g

Din Tabelul 3.1se obser¥ ca valoarea calorica semirelor de hrgca scade cu 54,53% pe
parcursul germidrii, de la 364,5 kcal in sentgle negerminate, para 154,8 kcal in ziua saptea
de germinare. Datott atat sdéderii valorii calorice catsi cresterii activititii biologice si a
digestibilitatii Tnregistrate in semiele germinate, in ultimii ani, Trile occidentale a crescut

consumul acestor alimente (AugustirKlein, 1989; Ghorpadgt Kadam, 1989; Frias al 2007).

3.2.3. Evoldia continutului de substante minerale. Cortinutul de substge minerale
creste Tn timpul germiarii (p<0,001). InFigura 3.4 este prezentat graficul evaiei continutului de

zincsi crom pe parcursul germnii.

—#&—2zinc —0—Ccrom
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Perioada de germinre, zile

Figura 3.4. Evoluia coryinutului de cromsi zinc Tn timpul germiririi

In seminele de hrca exisé un coninut de crom de 0,079mg/100g s.u. In timpul gegmiin
continutul de crom crge cu 30,66% (p<0,001). Cromul este un oligoelenoentol important in

metabolismul glucozeii in sinteza acizilor gkasi a colesterolului.
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Zincul este un oligomineral eg@l pentru viga, deoarece infrdrept cofactor in structura a
peste 300 de enzime (Coleman, 1998), fiind resgmingsentru adunea multor factori de
transcriere (Kramer, 2006; Hershfinkel, 2006). fdartul de zinc in semiele de hrica este de 3,3
mg/100 g s.u. Prin legarea zincului, acidul fificegduce solubilitatea in produsele alimentgrg
limiteazi utilizareasi retinerea in corpul umarC@kmak, 2008)in timpul germirii, continutul de
zinc crate de 2 ori (p<0,001). De asemeneasterg biodisponibilitatea zincului, astfel incat wa
germinai devine o susde zinc mult mai acceptabiblecat cerealele fortificate cu oxid de zinc
(Diaz M, 2001; Lopez de Romana, 2003).

in Figura 3.5. este prezentaevoluia calciuluisi potasiului Tn timpul germiirii semintelor

de hrica.

=t potasiu ——o— calciu
1800 180

1600 M— 160
1400 140
1200 120
1000 /I/ 1/ 100
800 80
600 / / 60
400 40
200 | 20

Continut de potasiu, mg/100g s.u
Continut de calciu, mg/100g s.u.

Perioada de germinare, zile

Figura 3.5. Evoluia coryinutului de calciusi potasiu Tn timpul germirii

Continutul de calciu din semiale de hgca este de 27,3 mg/100g s.u. GEup zile de
germinare cotinutul de calciu crge de 5,5 ori (p<0,001). BDA (The British Dietefxssociation)
recomand un necesar zilnic de calciu de 500 mg pentru c4PD0 mg pentru adolesgeri 700
mg pentru addil. Se obser¥ ca 100 mg de hgca germinad dupi 7 zile acoper o treime din
necesarul zilnic al wunui copilsi o cincime din necesarul zilnic al unui adult

(http://www.bda.uk.com/foodfacis

Cortinutul de potasiu in sentle de hrca este de 430 mg/100g s.u. Gwp zile de
germinare cotinutul in potasiu al semjelor de hrgca creste de 3,6 ori (p<0,001). Potasiul este un
mineral esetal pentru viai, avand rol in mamerea echilibrului acidobazic al organismului.
Diverse studii epidemiologice auagat corelgia pozitiva intre aportul alimentar de potasgu
sanatatea inimiisi a oaselorffttp://umm.edu/health/medical/altmed/supplemenéggitin.
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3.2.4. Evoldia continutului de proteine. Continutul in proteine a crescut de la 11,76
g/100g s.u. in semjele de hrci, la 17,60 g/100g s.u. day zile de germinare (p<0,001n
timpul germirdrii sunt activate proteazele, care conduc la edite=r de aminoacizi oligopepetide,

crescand astfel continutul de aminoacizi (Margr, 1989).

Analizand cromatograma HPLC a aminoacizilor din iseele de hgca, se constat ca
peak-ul dominant in semile de hrca este arginina, cu un comut de 312,95 mg/100g s.u. De
asemenea, alanigavalina prezini peak-uri importante. Ddpsapte zile de germinare, se observ
ca treonina prezirit peak-ul dominant, avand o stere de 18 ori comparativ cu seneie
negerminate. Serina, in sendle de hica germinad, ajunge la un camut de 166 mg/100g s.u.
Cresteri importante prezititsi argininasi lizina, cu o cretere de 1,5 ori in sentgle germinate
dupa 7 zile.

Aminoacizii liberi cresc in embriogi in endosperm, péarin zilele 8-10. Ulterior, odatcu
acumularea de substanuscai, concentrga aminoacizilor liberi scade (Horbowicz, 1992).
Studiile au aiftat c proteinele embrionare con cantiiti mai mari de arginiy serir, iar
proteinele endospermului c@m mai mulé lizina, alaniri, metionird, leucira (Pomeranzi Robbins
1972; Pomerang al. 1975).

3.2.5. Evoldia glucidelor in timpul germinarii. Amidonul este componenta de depozit a
carbohidralor din hrisca. El este acumulat Th endosperm ca un compus drergeesar pentru
cresterea plantei. In hgca, continutul de amidon varidzde la 50% la 75% din masa usgat
demonstrand fluctua in fundie de variabilele climaticgi condtiile de cultivare (Qiarsi al.,
1999). In timpul germidrii au loc importante modifii in profilul glucidelor, corinutul total de
glucide sézand de la 72,45% in senete negerminate, la 19,86% dugapte zile de germinare
(p<0,001).

Concomitent cu sclerea cotinutului de amidon, are loc o gtere importarit de glucide
libere, redustoare (p<0,001). Principala enzinmplicati in degradarea amidonului este amilaza.
Cresterea actividtii amilazei in timpul germifirii duce la degradarea amidonului Tn comiprare
vor fi utilizati de embrion pentru producerea de energie netesatetizirii de noi polizaharide
pentru dezvoltarea viitoarei plante. §€s¥ea actividti amilazelor si a maltazelor in timpul
germiririi, determiri sciderea cofinutului de amidon de la 68,35 g/100g s.u. la 1@/1®0 g s.u.,
concomitent cu cggerea cotinutului de glucide reduitoare de la 69,54 mg/100 g s.u. In seei:
negerminate la 1270 mg/100 g s.u. @dlggpte zile de gerimare.

Evolutia fibrelor alimentare. Fibrele alimentare constau din oligozaharide, pdlaridesi

alte derivate hidrofile (Gibsogi al. 2000). Din punct de vedere ngtinal, fibrele alimentare totale
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sunt clasificate in fibre alimentare insolubgiesolubile. Hrgca este o suiisimportané de fibre

alimentare.
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Figura 3.10. Evolyia coryinutului de fibre alimentare in timpul germidrii

In Figura 3.10. este prezentatevoluia fibrelor alimentare in timpul gernini seminelor
de hrgca. Se obser¥ o cratere semnificati& (p<0,001) pentru toate tipurile de fibre alimestar

3.2.6. Evoldia continutului de lipide. In timpul germiririi se obseri o sadere a
continutului de lipide cu 66,23%, de la 3,851g/100g taul,298 g/100g s.u. Aceastcidere s-ar
datora creterii activitatii enzimelor lipolitice Tn timpul germirii (Rahamsi Aal, 1986), care
hidrolizeaz lipidele in acizi gra si glicerol. Produii rezultai ar putea fi utiliza pentru sinteza de
proteine sau ca suirsle energie pentru dezvoltarea embrionului (Obiz@b84; Nnam, 2000).

3.2.7. Prezeta glutenului. Boala celiag este o afgtune autoimua rezultai din
expunerea la gluten asociau interadunea dintre factorii de medai cei genetici (Green, 2007).
Organismul persoaneor suferinde de celiachie, imembul consumului de alimente ce g@an
gluten, generedzun iaspuns autoimun care duce la aparunei reati antiiflamatorii la nivelul
mucoasei intestinului. Rezultatul acestor expurserimanifest in primul rand prin probleme
digestive, ulterior aand deficierele nutritive. Tratamentul sigusi eficient pentru marea
majoritate a paciaitor il reprezing in primul rand indeptarea glutenului din digt(Tennyson,
2009).

in Tabelul 3.5 sunt prezentate atat valorile ¢imnitului de gliadiii catsi continutul de

gluten in semitele de hrca negerminatgi germinate.

Se obser¥ ca atat semitele de hgca catsi hrisca germinat au un coginut glutenic mai
mic de 10 ppm. Aceste produse pot fi cataloggtaténfreé si folosite fira nici o probleni de

citre paciemi cu celiachie.
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Tabelul 3.5. Valorile corinutului de gliading si gluten in timpul germinirii

SH 0 4,41 8,83
SHG-1 1 4,31 8,63
SHG-2 2 4,19 8,38
SHG-3 3 3,97 7,95
SHG-4 4 3,88 7,77
SHG-5 5 3,48 6,97
SHG-6 6 3,02 6,04
SHG-7 7 3,17 6,34

3.2.8. Evoldia continutului de antioxidanti. Atat nutrkionistii cat si cerceditorii si
productorii de alimente au devenit foarte intengsde alimentele bogate in polifenoli daterit
propriettilor lor antioxidante puternicg implicit a efectelor deosebit de benefice asugiratatii
oamenilor. Din aceste considerente, se indearse identifica modaiiti naturale de crgere a
continutului de compsi fenolici, conducand astfel la cterea capacitii antioxidante a

alimentului. Germinarea semeélor reprezint singura modalitate.

~—o—polifenoli totali ~ —e—flavonoide totale === activitate antioxidanta

700 120,00

600 1 100,00

500 = A
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- 80,00

- 60,00

s.u.]

300
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0 T T T T T T T 0,00

Continutul de polifenoli totali [mg ac.galic/100g
.u.]
Continutul de flavonoide totale [mg rutin/100g

Perioada de germinare, zile

Figura 3.12. Evolyia coryinutului de antioxidaryi in timpul germinrii

In studiul realizat, cainutul de polifenoli totali Figura 3.12) a crescut de la 89 mg/100g
s.u. in semitele de hgca la 780 mg/100g s.u. in senete de hgca germinai (p<0,001).
Cresterea de aproape 9 ori a gontului de polifenoli totali din acest studiu este corelaie cu
studiile din literatux (Kim si al, 2004).

Continutul de flavonoide totale g de 7 ori in gaptea zi de germinare. Cea mai mare

cantitate de rutin seageste in flori si in frunzele tinere. Camutul in flavonoide pe perioada
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vegetaiei este mai mare la subspe@sculentundecat la subspeciataricum (Lahanov, 2004),
scazand dup perioada infloririi. Activitatea antioxidahtreste de 9 ori in timpul germinii celor

7 zile.

Analiza HPLC a semielor de hrgca a evidemiat prezera urmitorilor compui fenolici:
hidroxisecolariciresinol, epigalocatechina (EGQ)jgalocatechingalat (EGCG) galocatechingalat
(GCG), coumestrol, catechine, secolariciresinalerdin, isoorientin, vitexin, rutin, isorhamnetin
glucuronid, quercetin arabinosid, quercetin ramohoguercetin, isorhamnetin, luteolin, apigenin.

Krahl si colab (2008) au constatai tn seminele de hgca decorticate exigtdoar rutingi
vitexin, iar in semitele nedecorticate existoate cele 6 flavonoide caracteristice pentrychri
rutin, quercetin, orientin, homoorientin, vitexinisovitexin. in semirele de hrca din acest studiu
au fost identificate ur&toarele flavonoide majore: rutin, vitexin, orientisooerientin, quercetin,
quercitrin.

Zielinskasi colab (2012) au identificat in senpghe de hgca urmitoarele flavonoide: in
principal rutin si quercetin, precumsi myricetin, hyperosid, epicateching flavonele C-
glucozidaze: orientin, homoorientin, vitexin, isi@xin. Acelea flavonoide au fost identificatg
de ctre Jiangsi colab. (2007), Kalinovai colab. (2009), Zielinskai colab. (2010).

In a 3-a zi de germinare, s-a constatataccrescut cainutul flavonolilor si flavonelor.
Secolariciresinolusi hidroxisecolariciresinolul s-au redus cantitatdat cu formarea flavonolilor.
EGCGsi catechinele se acumuleain plante, in funge de intensitatea luminaasi caldura, fiind
mai mare in timpul anotimpuluilduros (Yacsi al., 2005).

Pari in ziua a 7-a de germinare, are locsteeea in continuare a cgmutului de flavonoli,
peak-ul dominant fiind reprezentat de vitexin, est@re de aproape 20 de ori. S-a demonstat ¢
continutul de rutin in frunze, nsi in flori, poate varia in timpul germini, in fungie de nivelul
intensittii radiatiilor UV, fiind mai mic atunci cand intensitateadi&iilor este mai mig (Kreft,
2002).

Desi calea central pentru biosinteza flavonoidelor este consenmtplante, in funge de
speciesi condtiile de mediu, un grup de enzime (cum ar fi izorzele, reductazele, hidroxilazele,
si mai multe dioxigenaze) moditicscheletul flavonoizilor de bazceea ce duce la diferite subclase
de flavonoide (Marteng al., 2010).

Para in a 7-a zi de germinare, aowtul de lignani, secolariciresinolsi
hidroxisecolariciresinol se reduce cantitativ imtbauare.

Continutul de rutin prezirit o crestere de 15 ori in timpul gerniinii, de la 37,53 pg/g pan

la 558,5 pg/g, In aaptea zi de germinare. Leg colab. (2004) au inregistrat o gtere a
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continutului de rutin de 19 ori, ddpsapte zile de germinare. Chencolab. (2004) au inregistrat
dupa zece zile de germinare gteri ale coginutului de rutin de 4,11 ori, respectiv de 7,5, @ni
douwa soiuri de hrgca comuri.

Evoluia antioxidamilor in timpul germidrii poate fi analizat prin intermediul
spectroscopiei in infraga. Aceasta este o metodazai pe vibraiile atomilor unei molecule.

Un spectru IR caime benzi de absofie datorate vibrgilor care au loc simultan cu
participarea tuturor atomilor din structura moletai compusului organic analizavilrayii
normalg. O band de absorle caracteristig aceleiai grupari functionale se regseste la aproape
aceea valoare a nurrului de und n spectrul IR al oriirei molecule Yibrayii caracteristice de
grup). Acest fapt permite identificarea elementeloudtrale componente ale unei molecule, prin
atribuirea benzilor de absanb caracteristice din spectrul IR.

In conformitate cu fundamentele spectroscopiei URt prezente 3 domenii de absigeb
4000-2500 cm (1), 2000-1500 cm (I1) si regiunea de amprentigitali (fingerprint) (1500-400
cmh) (Stuart, 2004).

In seminele de hrici negerminate se inregistréaa banda larg la 3273,8 crit, care este
dati, in special, de vibrile de intindere ale grupi —OH. Peak-ul de la 1636 chreste datorat
vibratiilor de intindere a grugilor carbonilice din acizii carboxilici, amide. biiaiile din regiunea
fingerprint (600-1500 crh) sunt date de prezgnproteinelor, glucidelor, lipidelor.

in seminele germinate dup3 zile, se obseivo cratere a peak-urilor in zona fingerprint,
datorate crgerii concentraei de proteingi carbohidrai. Se inregistredzo cretere a transmitaai
la 3278 crm, prin acumularea gréplor —OH din structura fenolilor.

In seminele germinate dup7 zile se inregistreasn continuare o cgtere a transmitaai la
3282 cmt datoriti cresterii concentrgei flavonoidelor. Peak-urile nvecinate, de la 2922853,1
cmt corespund vibiilor de Tntindere ale legurii - C - H din interiorul gruprilor -CHs sau -CH
(Chis, 2010). Regiunea Il prezinb cratere considerakil datorai vibratilor de intindere din

gruparile carbonilice, ca urmare a acuriil de acizi carboxilicisi aminoacizi.
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CAPITOLUL 4

OPTIMIZAREA PROCESULUI DE FERMENTARE CU BACTERII PR OBIOTICE A
EXTRACTULUI DE HRI SCA GERMINAT A

4.1. Introducere

Conform lui Shah (2007 Chow (2002), cele mai utilizate probiotice suaprezentate de
genurile Lactobacillus, Streptococcusi Bifidobacterium darsi alte organisme, sunt incluse ca

probiotice, de exemplu enterocoscdrojdii.

Lactobacillus plantaruneste considerat probiotic (Holm, 2003; Socgal., 2010). Este o
specie facultativ heterofermentatjymetabolic, foarte flexibilsi versatik, intalniti in multe nge de
mediu, precunsi cu aplicaii largi, de exemplu, drept culturstarter in fermentarea legumelor
(Salovaara, 2004 a crnii (Ammor si Mayo, 2007), ca probiotic pentru oameni (Goossgias.,
2005)si Tn ultima vreme ca vehicul de livrare pentru caigerapeutici (Pavasi al., 2000). Ca
probiotic, Lb. plantarum are un mare potg@al. Cercelrile efectuate asupra roluluias in
tratamentul sindromului de intestin iritabil au dos la rezultate care afagfectele pozitive in
reducerea durerii, distensiei abdominalea flatulenei (Bixquert, 2009). in plus, Nissesi
colab.(2009) au atat @, in vitro, Lb. plantarumpoate spori activitatea metabdlia celulelor
intestinalesi, de asemenea, poate stimuigpunsul imun. Aportul dé&b. plantarumeste indicat
pentru a reduce anumite simptome gastro-intestifalegimpul tratamentului cu antibiotice
(Lonnermark, 2009).

Inulina este consider@aun prebiotic arhetipal, care apare in mod nafurahulte alimente.
Se compune din laari de unititi de fructoz cuplate prin legfuri-p-1,2, are o molecdlterminai
de glucoz si este un poliglucid neredsior (Gibson, 1995). Datotitacestor legfuri, inulina este

rezistend la hidroliza enzimatiin tractul gastro-intestinal.

Mierea de hkica este un produs alimentar importantnic, care cofine compyi bioactivi
derivgi de la albinesi plante. Aceasta este bogén acizi fenolicisi flavonoide, care expun o gam
larga de efecte biologice, aonand astfel in calitate de antioxidiamaturali.

Scopul acestui studiu a fost de a investiga inflaeombinat a 3 variabile independente
(cantititile de miere, inulid si inocul delLb. plantarum pentru a ofine o cantitate maximnde

antioxidani si o cantitate optiriade ufc/mL, cu un pH de asemenea optim.
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4.2. Analiza statistic. Designul Box Behnkegi metoda analizei suprgts de &spuns au
fost folosite pentru optimizarea compgeii bauturii fermentate. Toate experimentele au fost
efectuate in triplicagi rezultatele au fost exprimate ca medie + dgvistandard. Cele 15 loturi au

fost pregtite pentru optimizare, folosind design-ul expenntaé Box BehnkenTabelul 4.1)

Tabelul 4.1. Nivelulsi codul fieairei variabile independente folosind

design-ul experimental Box Behnken

1 0 +1

Concentratia de inulina (g/100mL) A 1 2 3
Concentratia de miere (g/100mL) B 1 55 10
Concentratia de inocul (mg/100mL) C 0,2 10,1 20

4.8. Optimizarea globah. Pe parcursul celor 21 de zile au fost & parametrii:
coninutul de polifenoli, cotinutul de flavonoide, capacitatea antioxidanbunirul de celule

viabile (log ufc/mL)si pH-ul.

Este de dorit ca produsul odailkinut si fie consumat imediat, dar acest lucru nu se poate
intdmpla mereu, de aceea el trebdi@rezinte caracteristicile nuionale optime pe toatperioada
de valabilitate, consideras fi 21 zile.

Pentru a realiza optimizarea globala, s-au realmat intai optimiZrile pentru fiecare
variabili dependerit (polifenoli, flavonoide, activitate antioxidantnr de celule viabilgi pH) atat
dupa terminarea fermentiai, catsi dupa 7, 14si 21 de zile. De fiecare data fost ales modelul
Quadratic, deoarece p<0,@bvaloarea lui F a fost mai mare de 1, av@hdea mai mare valoare.
De asemenea, valoarea “lack of fit” (lipsa de coibddate) >0,05, ardt ci modelul este
semnificativ statistic. Valoarea coeficientului determinare Rarati cat de bine se potriye
modelul estimat. Cu cat’Reste mai apropiat de 1, estimarea @eude regresie se coreléagu
datele din gantion. Valorile lui R au avut valori cuprinse intre 0,99560,9997. R ajustat
(coeficient de determinare ajustat) este asumi de corelge pentru testarea lipsei de
compatibilitate a ecuii de regresie. Astfel, valoarea ajustat modelelor a fost cupriadntre
0,9873si 0,9994, ceea ce a#ata 98,73%- 99,94% din variabilitateaspunsurilor ar putea fi
prezise de modelej numai 1,27% - 0,06% din varide totale nu pot fi explicate de modele.
Coeficienii de varigie intre 0,28% - 1,16%, destul de mici, arai modelele au fost precisg
fiabile.
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Pentru toate cele 19spunsuri s-au putut stabili eglile@ de regresie, pentru a putea afla, in
orice moment, cantitile de polifenolisi flavonoide, capacitatea antioxidantnunirul celule

viabile (log ufc/mL)si pH-ul. Modelul ecugei de regresie este de forma:
Y=o+ A+B+BC+AB+0AC+ksBC+ Iy A2+ s B? + 1y C?

in care A, B,si C sunt variabilele independente studiaiebo —intercept, b — by reprezini
coeficieni de regresie, constante pentru efectul proceyduieral, efectele linear patratic ale
fiecarei variabile independente, precugn efectele de interaicine intre variabilele privind
concentrdile polifenolilor, flavonoidelor, inoculului, capétatii antioxidantesi a pH-ului. Soltia

de optimizare este prezeritén Figura 4.24.

Dezirabilitate = 0,891

A: inulind

B:miere

C: inocul

Polifenoli-0
Flavonoide-0

Capacitate antioxidanta-0

log ufc/mL-0 i 057313
5 ) I

Polifenoli-7
! ! |

Flavonoide-7
Capacitate antioxidanta-7

pH-7 |4
Polifenoli-14
Flavonoide-14
Capacitat antioxidanta-14
log ufc/mL-14
pH-14
Polifenoli-21
Flavonoide-21
Capacitat antioxidanta-21
log ufc/mL-21
pH-21
Combinata

Figura 4.24. Solgia de optimizare cudspuns multiplu de tip baf

in Figura 4.24 sunt prezentate futite patiale de ‘tezirabilitate. Fundiile patiale sunt
apoi combinate intr-un singuispuns, ga numita funge de dezirabilitate globalcombinai) care
este defind ca medie geometidca fungiilor partiale. O valoare diferit de zero a dezirabiitii,
implica faptul & toate criteriile selectate au fost intr-o combimauri. O valoare cat mai apropiat

de 1 arat optimul combindilor.
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4.9. Analiza componentelor principale Pentru a vedea evala activitatii antioxidantesi a

viabilitatii bacteriilor lactice din Butura fung¢ionak s-a efectuat analiza componentelor principale
(engl.Principal Component Analysi®CA).

In Figura 4.27 este prezentat graficul componentelor princip&lé,si D2 dupi rotaia
varimax.

Graficul corelatiilor dintre componentelor principale D1 si D2 dupa rotatie
varimax
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Figura 4.27. Graficul coreldiilor dintre componentele principale

PC1, care este datde 43,64% din varim datelor, este reprezeritatle componenta
antioxidanilor: continutul de polifenoli, cotinutul de flavonoide, capacitate antioxidagit pH-ul,

care se intercoreleaputernic.

PC2, care exprith18,29% din variga datelor, este reprezeritate componenta sinbiofic

numarul de celule viabile (log ufc/mL), concentire de inocul, inulir si miere.

Se obser¥ ca in timpul depozérii, continutul de flavonoide a dezut uor dar concentté
finala a fost Ind ridicatd. Prin urmare, se poate concluzioanoua formui a kiuturii propuse are

0 capacitate antioxidahtnare, care se mgne n timpul depoZziirii.
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CAPITOLUL 5

ANALIZA FIZICO-CHIMIC A SI MICROBIOLOGIC A A PRODUSULUI
SINBIOTIC PE BAZ A DE HRISCA GERMINAT A

5.1. Introducere

Din cele mai vechi timpuri, oamenii au incercatsis asigure, pstreze sau iateasd
sinatatea in mod natural.aBturile fungionale joad un rol important in vig zilnici a oamenilor.
Consumatorii au incepui slleag de obicei acele produse care, pe #arajul hidratantsi hedonic,

asigua organismului suficiegn compui bioactivi cu efecte benefice asupemaatii.

Fermentgda, ca proces biotehnologic, este consideuata dintre cele mai vechi tehnologii,
simpl, naturai si valoroad. Bacteriile lactice sunt bacteriile principale pessabile de
fermentarea produselor alimentare vegetsletivul fundamental pentru dezvoltargaacceptarea
de alimente fermentate poate fi atribuit propgikir de conservare, imbatatirii proprietatilor
nutritive, craterii cantifiti de substate biologic active, cu efecte benefice asup#aatitii
(Kalantzopoulos 1997).

5.2.Compozitia chimici. Tn Tabelul 5.1.este prezentatcompoziia chimici a biuturii pe
baz de hrica Tnaintesi dupa fermentae.

Tabelul 5.1. Compoza chimici a hiuturii pe bazi de hrisca

Substarta uscafi, g/100mL 16,172 + 1,009 15 + 0,682
Proteine, g/100mL 0,564 + 0,062 0,534 + 0,056
Lipide, g/100mL 0,071+ 0,009 0,070+ 0,010
Cenusa g/100mL 0,167 + 0,077 0,167 + 0,071
Glucide totale, g/100mL 15,364 14,229
Glucide reducitoare, g/100mL 8,434 + 0,662 7,78 + 0,525
Glucide nereducitoare, g/100mL 6,912 6,449
Amidon, g/100mL 1,957 + 0,872 1,578 + 0,670
Fibre totale, g/100mL 4,655 4,571
Fibre insolubile g/100mL 0,953 0,953
Fibre solubile, g/100mL 3,702 3,618
Valoarea calorici, kcal /100 mL 46,88 39,6

Se obser¥ ca valoarea caloric a kiuturii este foarte mic La 100 mL de produs este o
cantitate de 4,571 g fibre totale, din care 0,95 insolubilesi 3,618 g fibre solubile. Prezgn
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fibrelor alimentare conféro serie de beneficiiagatatii consumatorului (Bengmark, S, al, 2005):
schimki structura mucoasei favorizand gerea acesteia; combate consigareduce produia de
gaze de putrefaie, reduce aspunsul glicemic, reduce nivelul de triglicerideglesterol,

Tmburitateste absonia mineralelor.

Se obser¥ ca substara uscat a kiuturii scade ca urmare a modiidor produse la nivelul
glucidelor. Cantitatea de proteine esteruiminuas, cu 0,03 g/100 mL.

Reducereagnai a coninutului de proteine ar putea fi datardtidrolizei, cu eliberarea de
aminoacizi. Analiznd cromatogramele HPLC a aminoacizilor din produselermentatsi din
bautura fermentat se inregistredz corespunor diminuarii continutului de proteine, cggeri mici
ale aminoacizilor: treonify glicina, fenilalanird (in proba fermenta}. Trebuie amintiti faptul c
aminoacizii liberi din lichidul igial pot fi consuma de atre Lb. plantarumpe parcursul perioadei
de fermentare ca sursle azot, justificand astfel &terea cofinutului de alania si valina n

bautura fermentat

Se observ ca nivelul lipidelor nu se modifi cantitatea prezentin biutura fiind foarte

mica.

5.3. Identificarea prezenei gliadinei in bautura studiat a permis formularea de recomand

privind cortinutul de glutenTabel 5.3.

Tabel 5.3. Corinutul de gliadina si de gluten inbautura fermentati

Bautura fermentata 2,71 5,42

Se obser¥ ca bautura pe bax de hrgca germinai are un cofinut glutenic < 10ppm.
Aceasi bautura poate fi catalogat "glutenfreé si este recomandatpentru consum in cazul

consumatorilor care sufede celiachie.

5.4. Procesul de fermentge. Modificarile biochimice si microbiologice n cursul
procesului de fermenta si Tn perioada celor 21 de zile de depozitare 12C+dunt prezentate n

Figura 5.3.
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Figura 5.3. Modificari ale pH-ului, evolwia culturii Lactobacillus plantarum, aciditatea, assumul de
glucide redu@toaresi amidon n timpul fermendrii si in perioada de valabilitate aduturii pe bazi de

hrisca germinat

Cresterea Lactobacillus plantarumare loc atéat in timpul fermeni@i catsi in primele 7 zile
de depozitare la +4°C.aBtura pe bax de hrgca germinal contine o cantitate mare de zaharuri
reducitoare, de 7,576 g/100 mL, adusle mierea de hwa, ceea ce deterniininceperea
fermentaiei imediat. Shamalasi colab. (2000) au sugerata cmierea stimulediz cresterea
lactobacililor, in specialLactobacillus acidophillusi plantarum in timp ce sucroza nu ar avea
acelai efect. Se obse#vca in primele 2 ore de fermentare exisel mai mare consum de glucide
reducitoare, de 0,275 g/100niL cantitatea cea mai niicle amidon descompy,67g/100mL.

Cresterea celular se realizeazpari in a 7-a zi de depozitare, avand o valoare de B3
ufc/mL. Conform studiilor de specialitate, se reemi ca densitatea bacteriafin alimentele
probiotice la momentul cosumului sa fie de celipd 0’ ufc/mL. Pai la sfagitul perioadei de
valabilitate/ depozitare la rece, se inregistieazsé@dere de doar 0,36 log ufc/mL, ceea ce

incadreai bautura pe bazde hrica germinai in normele alimentelor probiotice.

5.5. Variatia compusilor fenolici si a activitatii antioxidante in timpul fermentarii si a
depozitirii. In Figura 5.9 este prezentat varigia concentraei polifenolilor totali si a
flavonoidelor totale, precumsi a activititii antioxidante in timpul fermengi@i si pe perioada

depozitirii.
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Figura. 5.9. Varigia corvinutului de compui antioxidanyi si a activitafii antioxidante in timpul

fermentgiei i pe durata depozitrii

Din Figura. 5.9 se obser¥ ca, concentrga polifenolilor crgte de la 262,23 mg/100mL la
nceputul fermentgei, ajungand la sfaitul acesteia la 355,17mg/100mL.

Majoritatea flavonoidele sunt in stare natiirfi forma glicozilat. in timpul fermentgei
lactice se poate produce deglicozilagealiberarea de grupe hidroxil libege agliconi, relevante,
care pot contribui la Tmbdtatirea proprieitilor functionale ale Buturii. Cortinutul in flavonoide
totale a crescut de la 158 mg/100mL la 249 mg/100delsfagitul fermentaiei. Ca urmare,
activitatea antioxidatitdependerit de evolgia compuyilor polifenolici Tnregistreaz o cratere, de
la 69,78% in produsul nefermentat pda 91,55% la sfaitul fermentaiei. In timpul depozirii
celor 21 de zile, activitatea antioxidamiste in sidere, ajungand la 75,80%.

5.5.1. Analiza compuilor fenolici prin HPLC. Compuii din mierea de hgca si din
bautura din hgca germinad au fost identifica cu compui de referina si datele din literatutr, pe
baza timpilor de retei® HPLCsi spectrelor de mas

In produsul fermentat s-au Inregistrat atoarele modifidri cantitative ale flavonoidelor:
hidroxisecolariciresinolul, EGC, catechinele, isorinetinul, au prezentat eteri, ca urmare a
adaosului din mierea de keh. Catechinele au prezentat adere pronutati in timpul celor 8 ore
de fermentge. Cele mai mari cggeri s-au inregistrat in cazul flavonelor: vitexiarientin,
isoorientin, isorhamnetin. Cyterea cantiitii de luteolin este dordt Varma (1977) sugerandi c
inhiba aldozreductaza care este conside@tenzind cheie in evitarea compligdor datorate

diabetului.
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5.5.2. Analiza FTIR. Regiunea spectialdin zona 75Gi 1500 cm® corespunde absaibi
monozaharidelor, cum ar fi glucozafructozasi dizaharidelor, cum ar fi sucroza. (Tewari, 2005;
Ozbalcisi al., 2013).Regiunea 750 + 900 cheste caracteristicconfiguraiei zaharidelor. Benzile
din regiunea 904 + 1153 chsunt atribuite legjurilor de intindere C-Qi C-C, iar benzile din jurul
1199 + 1474 cm sunt datorate modurilor de deformare ale O-C-H-8; si C-O-H. Banda de la
1008 cm' este considerata proveni de la gruparea C-O, vitieaa inelului de glucazobservate la
glucozi, maltoz si spectrele zaharéz(Ozbalcisi al., 2013). Banda de la 1640 ¢ree datoreaz
vibratiilor de intindere din interiorul amidelor, R-CO-NRI. La 3237,2 se obsero band foarte
largd de absorte, caracteristic legaturilor O-H, care poate fi datotatprezemei compuyilor
fenolici. Peak-urile caracteristice la frecyaer de la 922,4864,8, 816.8, 776 ch prezente in
miere, lutura nefermentatsi bautura fermentat nu apar in extract, ceea ce dé@nptezema
glucidelor (din mierea de hua).

Diferenia dintre Butura nefermentatsi bautura fermentat const in valoarea diferit a
transmitarei, fiind mai mare in cazul probei fermentate, ceeaenat acumularea de polifenoli.

5.6. Influenta condiiilor gastrointestinale asupra viabilitatii culturii Lactobacillus
plantarum. Pentru asi exercita agunile benefice asupraigatatii omului, probioticele trebuieas
ajungi la nivelul intestinului sutire intr-o concentrge de cel ptin 10’ ufc/mL.

In Figura 5.15 este prezentatviabilitatea celulelor dé.actobacillus plantarunin urma
expunerii,in vitro, a uturii fermentate la awnile simulate a sucului gastgca sucului intestinal.

Viabilitatea in zona gastticeste de 96,4%, in zona duodénde 96%, astfel incéat
viabilitatea total este de 92%. Se obsérde asemeneaacC dupg parcurgerea pasajului
gastrointestinal aman 8,16 log ufc/mL, ceea ce inseanud biutura i mertine proprieitile

probiotice.

7,8

Viabilitatea celulara, log ufc/ mL

0 SG15 SG30  SI30  SI60  SI9
Timpul, minute
Figura 5.15. Evoluia viabilitafii bacteriilor lactice in sistem de simulare in vit a condtiilor

gastrointestinale
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Factorii care influenteaza viabilitatea celulelor de Lactobacillus plantarum in conditiile de
simulare gastrointestinale, in vitro, sunt reprezentati de cultura starter (Lactobacillus plantarum),
extractul de hrigca germinata, mierea de hrigca, inulina si conginutul in antioxidanti.

Capacitatea celulelor de Lactobacillus plantarum de a rezista la conditiile gastrointestinale
se datoreaza unei rezistente intrinseci ( Kashket, 1987), date de genomul sau mare.

Hrisca germinata, prin confinutul crescut de glucide reducatoare si azot liber, ofera surse de
energie celulelor de Lactobacillus plantarum in tranzitul sau. Michida (2006) a aratat, in studiile
sale, cd extractul de malt prezintd eficientd mai bund asupra viabilitatii celulelor de Lactobacillus
plantarum 1n sistem de simulare in vitro a conditiilor gastrointestinale, decat extractul de cereale.

In studiile lor, Nazzaro (2012) si Buriti (2010) au aritat cd inulina induce celulelor de
Lactobacillus plantarum rezistentd la stres, comparativ cu glucoza. Adeziunea probioticelor la
suprafata enterocitelor si a celulelor mucosale, prin autoagreagare si coagreagare in prezenta
inulinei, este de 10 ori mai mare decat in prezenta glucozei (Nazzaro, 2012) sau a mierii (Saran si
al., 2012). De asemenea, autoliza celulelor de Lactobacillus plantarum este mai mica in prezenta
inulinei decat a mierii (Saran si al., 2012).

5.7. Evoluia compusilor fenolici in sistem de simulare a condiilor gastrointestinale, in
vitro. Pentru a produce un efect biolodic viva este esgral ca compgii polifenolici extrai Tn
bautura funtionak pe baza de hga si ajung in cantiiiti suficiente in tesuturile tinta.
Biodisponibilitatea acestor compleste condionat de absorta lor din intestin, care la randul ei

este determinatde structura chimicsi molecula.
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Figura 5.16. Evolyia compuilor fenolici Tn condisii de simulare gastrointestina
BF — hauturd fermentai dup 7 zile; SGS-15- suc gastric simulat da@d5 minute;SGS-30- suc gastric simulat dép
30 de minuteSIS-30- suc intestinal simulat d&aB0 de minuteSIS-60- suc intestinal simulat da®0 de minuteSIS-
90 - suc intestinal simulat da@0 de minute

Drd. BRAJDES (DUMITRU) Caterina Nela 31



Cercelri biotehnologice de amere a unui aliment fuional pe baZ de pseudocereale

Din Figura 5.16se poate observd atat flavonoidele cat polifenolii totali sunt influerati
de mediul acid din stomac dair de mediul alcalin din intestin. In pasajul gastrconcentrga
polifenolilor totali scade cu 12%, iar pe pasajubdenal scade cu 29,9%. In momentul abgeirb
vor fi absorbii cu 41,9% mai ptni polifenoli fata de aportul oral. Flavonoidele totale preiot
scadere cu 13,46% in segmentul gastic scdere de 25,73% in segmentul intestinal, deci o
sadere total de 39,19%. Activitatea antioxidantcare urmeag profilul compuilor polifenolici,
prezint o s@adere de 11,95% in zona gasirio s@dere de 27,41% in zona intestiadstfel incat
existi 0 scédere total de 27,41%.

Se obserw tendina general de reducere a capatit antioxidante care urmeaz
concentrda de polifenolisi flavonoide. Reducerea catitit de polifenolisi flavonoide se datoreaz
atat mediului foarte acid (pH = 2) la nivel gastsicoH = 8 la nivel intestinal, c&i activitatii

probioticului, prin enzima sa spec#icdPAD.

In Figura 5.17 sunt prezentate rezultateletiolite la analiza HPLC a comgilor cu agiune
antioxidani existeni in bautura fermentatsi in timpul simuérii tranzitului gastro-intestinalin

vitro.

2500 —
2000
1500

1000

Absorbanta (mAU)

500 —

Timp de retentie (min)

Figura 5.17. Cromatograma HPLC a camutului polifenolic a bauturii funcfionale
dupa simularea gastrid, in vitro (A=280nm)

4- galocatechingalat (GCG6- catechin;8- orientin; 9- isoorientin;10- vitexin; 11- rutin; 12- isorhamnetin glucuronid;
16- isorhamnetin;

in condtiile pH-ului acid, ale simukii gastrice, flavonoidele au suferit unele modific
Concentréa flavonolilor a s&zut datorif hidrolizei lediturii glicozidice. Astfel, rutinul a fost

hidrolizat la quercetini isoquercitrin. De asemenea, concegdrélavonelor a sizut.
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Coumestrolul, membru al familiei izoflavonoide, epent in Buturd, provine atat din
extractul de hgica catsi din mierea de hgta achugati. Se observ ca trecerea prin pasajul gastric

nu ii afecteax structura.

In timpul digestiei gastrice, hidroxisecoisolarésinol este convertit la enterodigl
enterolactone (Ingransi al., 1997). Acest fitoestrogen este recunoscuttrpe efectele sale
preventive Tmpotriva cancerului de san, cancerdticolon, aterosclerézi diabet. Catechinele
prezint cresteri foarte pronutate. Acestea se datoréahidrolizei acide a procianidinelogi
prodelphinidinelor din pericarpul de koii, darsi din mierea de hgca, cu eliberarea monomerilor

corespunatori.

In Figura 5.18 se obser¥ cresterea peak-ului 5, a coumestrolului, datoféptului ¢ la pH
alcalin, acesta este eliberat din fragmentele decge prezente inadotura. Georgettisi colab.
(2013)si Leesi colab. (2006) au sugerat coumestrolul ar avea o putere antiradicatle 20 de ori
mai mare decat genistegndaidzein. Nu Tn ultimul r&nd s-a sugerat ideg@aicputea avea @ane

antihepatotoxig si antiinflamatoare (Wong, 1988).

Absorbanta (mAU)
S
o
o
1

T T T T T T — 71 r T - 1 r T - T r 1
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Timp de retentie (min)

Figura 5.18. Cromatograma HPLC a caimutului polifenolic a bauturii func fionale

dupa simularea intestinad, Tn vitro, 2=280nm: 1- hidroxisecolariciresinol2- epigalocatechina (EGC}-
galocatechingalat (GCG)5-coumestrol - catechin;8- orientin; 9- isoorientin; 10- vitexin; 11- rutin;
12- isorhamnetin glucuronid16- isorhamnetin; 18- apigenin

Continutul n flavonoli se diminue&zin continuare la pH-ul alcalin al intestinului,irpr

hidroliza legiturii glicozidice, dar intr-o mani@émai bland.
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Instabilitatea catechinelai epicatechinelor in sucul intestingl sisteme tampon cu pH
peste 7,4 a fost demonstrainterior de &tre Yoshinosi colab. (1999), Zhgi colab. (1997)%i Sue
(2003). La crgterea pH-ului catechinele sufedegradare oxidativsi polimerizare. De asemenea,
catechinele cu grdp galoil-ester in pozia 3 sunt mai lent epimerizate, decéat cele careauu
aceast grupare. In acest fel ar putea exista int@wacintre inelul Bsi gruparea galoil din poga 3,
reducand stabilitatea catechinelor. Ei au mai @tast@ in timpul epimeriZrii are loc un grad
variabil de hidroliz a grugarii galoil.

Amprenta FTIR a bauturii func tionale pe baa de hrisca germinata este

prezentat in Figura 5.19.

o 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650:

cm-!

Figura 5.19. Spectrele renta FTIR aledoturii fermentatesi in condiii de simulare gastro-
intestinala

==  Butura fermentat == Rutura fermentatdupi simularea gastrig
Butura fermentatdupi simularea intestinal

Se poate observai,cin spectrul vibraonal al simuirii intestinale, s-a produs o gtere a
benzii caracteristice gréglor carbonilice, peak-ul de la 1639,1 ¢rdat de reatile de oxidaresi

polimerizare ale catechinelor, cu eliberarea grilgr galoil-ester.
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CAPITOLUL 6
IMPACTUL B AUTURII ASUPRA PARAMETRILOR SANGVINI S| ANTROPOMETRICI

6.1. Introducere

Asocierea dintre consumul de flavonoizi pe termamgki efectele asupra mortaliti a fost
subiectul multor studigi s-a sugerataaportul de flavonoizi este invers corelat cu mdetea
cauzal de bolile coronariene (Robak, 1996).

Cea mai importatit cale de metabolizare a colesterolului este tramsdcea lui In acizi
biliari primari (acidul colicsi chenodezoxicolic) in hepatocite, conjugarea dgogbl sau cu
tauring, si transformarea nasuri, in bild. Tn intestinul subire, dug ce au participat la solubilizarea
lipidelor alimentaresi la absorlia acestora, acizii biliari sunt supwnor transforrari enzimatice
catalizate de enzime ale florei bacteriene intafgigi transformarea in acizii secundari: acidul
dezoxicolic (din acidul colicyi acidul litocolic (din acidul chenodezoxicolich egmentul distal al
ileonului sunt reabsorbisi, prin sistemul port, ajung la ficat unde suntjogati si impreura cu ati
acizi biliari primari reiau circuitul (Popescu, 199

Prin centrifugare au fost ghute 4 fragiuni lipoproteice majore:
- chilomicronii,
- LP cu densitate foarte naii€¢VLDL, de la very low density lipoproteins),
- LP cu densitate mic(LDL, de la low density lipoproteins),
- LP cu densitate mare (HDL, de la high density [jpd@ins).
in practici se folosgte mai des dozarea colesterolului din HDL, LDL.

HDL are rolul de a redistribui diferite fraieni lipidice, in cadrul unui proces numit
transport invers al colesterolului. HDL accepgblesterol de la celulg il transpori fie la ficat,
pentru excrge, fie la alte celule cu deficit al acestei lipide

Indicele de mascorporal (IMC) este un indicator statistic a masei unespane raportat
la Traltimea persoanei respective.

Analiza compoziei corporale cu ajutorul bioimpedan electrice refleét estiniri ale
urmatorilor parametrii: masa muscufiamasa gras tesut adipos visceral.

Se presupuneicconcentrgile maxime de flavonoide apar de obicei aproximdd 2 ore
dup ingestia de alimente (Rein, 2000). La volunta#inasosi, timpul de Tnjunititire variaz,
pentru quercetin fiind de 20-72 ore (Walle, 20@l),condiia ca aportul alimentar suficieni e

suginut.
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6.2. Preditirea studiului

Studiul a fost efectuat in perioada 13 mai + 20@u®013. Lotul a fost realizat din 10
respondeti cu varsi mai mare de 18 ani. Criteriile de includere au:fasodificari ale profilului
lipidic sau ale compogei corporale, cu regim normal de nugj fira alte suplimente alimentare.
Criterile de excludere se refeta prezem afeciunilor acute sau cronice grave, tratament cu
hipolipemiante Tn de&§urare, calitatea de fuitor.

Bautura fungionali oktinuta din hrisca germinai a fost administréatde trei ori pe zi, cate 50
mL, cu un sfert de @rinainte de més

Determirarile parametrilor biochimici ai profilului lipidicau fost efectuate la Tnceputul
studiului, dug 15 zile si la sfasit: colesterol total, trigliceride, HDL-colester¢HDL), LDL-
colesterol (LDL), non-HDLsi indicele aterogen.

Au fost determing urmatorii parametri ai compogei corporale: greutatea, IMC (indicele de

mas corporal), masa muscular(MM), masa de gisime (MG)si nivelul tesutului adipos visceral
(GV). Acssti parametri au fost determifada cantarul cu bioimpedah OMRON BF511 (Marea

Britanie).
6.3.Rezultatesi discutii

In Tabelul 6.1. sunt prezentate vaila parametrilor lipidici sangvini, precusi variaiile
parametrilor compogei corporale ale celor 10 responden

Tabelul 6.1. Varigiile parametrilor lipidici sangvini, precunyi variasiile parametrilor compoaziei
corporale ale celor 10 respondgn

Sciderea sau Sciderea
Parametru analizat  Tnainte de studiu gﬁl:)‘:grﬁéni gﬁl:)‘:grgéni ((:\:Z?g;rﬁaa i?gsterea

absolui) (%)
IMC (Kg/n?) 30,75+ 3,9 30,46 + 3,95 30,1+ 3,99 -0,65 -2,11
MM 27,15+ 4,32 27,68 + 4,46 28,66 + 5,09 1,51 5,56
MG 39,34 + 8,25 38,52 + 7,95 37,55+ 7,79 -1,79 -4,55
GV 11,1 +4,30 11,1 +4,30 10,5 +4,14 -0,6 -5,40
CT(md/dL) 250,42 + 36,99 240,45 + 36,52 228,1+ 34,01 -22,32 -8,91
TG (md/dD) 170,82 + 71,55 140,85 + 36,48 126,13 + 32,39 -44,69 -26,16
HDL( md/dL) 48,09 + 9,07 48,96 + 7,95 51,03 + 8,23 2,94 6,11
LDL (md/dL) 168 + 43,31 163,71 + 38,18 151,15 +49,51 -16,85 -10,02
nonHDL (md/dL) 202,96 + 39,71 191,88 + 37,71 177,09 + 36,44 -25,87 -12,74
1A 4,37+ 1,26 4,03+ 1,15 3,59 +1,05 -0,78 -17,84

Rezultatele sunt exprimate ca valori medii ale c8l¢oturi (lot1-inainte de studiu, lot2-dd® siptaimani, lot 3-dug 5
saptaméni) + devigia standard.IMC, indicele de mascorporaki; MM, mag musculas; MG, mag de geisime;GV,
HDL, colesterolHDL; LDL, colesterol-LDL;

grasime visceral; CT, colesterol total; TG, trigliceride totale;

nonHDL, colesterol-non-HDL;IA, indice aterogen.
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Concluzii partiale
» Usoarele modifiéri ale compoaziei corporale s-au aimut datorit modificarilor provocate
de impactul direct alduturii, prin séderea aportului alimentar datargenzéei de saetate induse,

darsi indirect, prin interfereta cu metabolismul lipidic.

» Prin urmare, suplimentarea dietei cautura pe baz de hrgci germinai imboditita cu
miere de hgca, inulina si fermentad cu L. plantarumofera consumatorului reale efecte benefice

asupra natatii.

» Consumul acesteiaturi pentru o perioad mai lungi de timp, evidetiaza rezultate
eficiente, putand constitui o alternd@timonfarmacologi€ de gestionare a factorilor de risicde
prevenire primar a aterosclerozei, dislipidemiei, obagifsupraponderabilitii si implicit a

afeaiunilor cardiovasculare.

CAPITOLUL 7.

CONCLUZII GENERALE SI PERSPECTIVE

7.1. Concluzii generale

Scopul acestui studiu a fosttolereasi caracterizarea unui produs fuional pe baz de
hrisca germinad, cercelri realizate Tn premidrin tara noast.

in prima etap a cercetrilor semintele de hrica au fost supuse procesului de germinare,
fiind monitorizate caracteristicile fizico-chimicbjochimicesi microbiologice ale materie primg
produsului germinat. S-au constatat atoarele:

» Hrisca germinat dupi sapte zile are o valoare nutriivsuperioat seminelor negerminate,

crescand camutul Tn aminoacizi, fibre alimentase substage minerale. Prin siclerea connutului
de glucidesi lipide, valoarea energeticscade, hgca germinat putand fi folosid de persoanele cu

diabetsi obezitate. Lipsa glutenului recomaingrisca in nutrtia persoanelor cu celiachie.

» Prin germinare, cagmutul Tn antioxidagi si activitatea antioxida#it cresc foarte mult
comparativ cu semiale negerminate. Aceste constasunt evidente atat prin analiza HPLC a

compuilor antioxidani, catsi in analiza FTIR.
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» Prin coninutul de compsi bioactivi hrisca germinat dupa sapte zile poate fi conside#atin
aliment func¢ional, recomandat atat in alimeti@asinatoasi, catsi ca baz pentru alte alimente

functionale.

S-au studiatsi optimizat parametrii biotehnologici pentru toterea unei bauturi

functionale pe baa de hrisca germinata:

» Prin optimizarea parametrilor fermenéa lactice s-au stabilit concentiite de inuling,
miere de hgca si de inoculul (cultura starter deactobacillus plantarumpentru a obne o liutura
care pe toat perioada de valabilitate, de 21 de zil&, abi un coninut maxim de comp

antioxidani, cu o activitate antioxidaitmaximi si o viabilitate adecvata bacteriilor lactice.

» Prin analiza componentelor principale s-a #nimevoluia compgilor antioxidani, a
bacteriilor lacticesi a compuyilor prebiotici pe perioada de conservare a proliisarmentat, pe

toat perioada termenului de valabilitate (21 de zile).

S-a analizat produsul finit din punct de vedere@izchimicsi microbiologicsi s-au stabilit

urmatoarele concluzii:

» Prin fermentare, camutul Tn antioxidati a crescut, comparativ cualtura

nefermentat
» Bautura fungionali prezint o cantitate destul de mare de fibre alimentare.

» Coninutul Tn compsi antioxidani si activitatea antioxidatitse merin la valori

ridicate pe todit perioada termenului de valabilitate.

» Caracterul probiotic al duturii se mefine, concentnga de bacterii lactice viabile

avand valori peste #0fc/mL pe toat perioada termenului de valabilitate.

» Prin simularea condilor gastrointestinalein vitro, s-a constatatacbautura prezint
stabilitate chimia si microbiologici, atat in ceea ce priste coninutul de compsi antioxidani, cat

si de celule probiotice viabile.

S-a evaluat impactul pe care 1l arutura funcionak 1l exerci asupra profilului lipidic
sangvinsi compoztiei corporale a zece respondempe perioada a 5aptaimanisi s-au constatat

urmatoarele:

» Exista imburatatiri minore atat a profilului lipidic cagi a compoaziei corporale, avand in

vedere timpul scurt de studiu.
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> In literatui exist studii efectuate separat, pentru observarea neadifir dupi consumul

de antioxidan sau dug consumul de probiotice sau dugonsumul de prebiotice.

» Este posibil ca prin consumul unui aliment carenegie toate cele trei componente:
antioxidani, probiotice si prebiotice, la concentfia optime, $ realizeze in organismul uman

modificari benefice, Tn special la persoanele cu dislipigasau supraponderabilitate.
7.2. Perspective
In perspectiva cerc#ilor viitoare se propune:

+ continuarea studiilor clinice cuibtura realizat in acest studiu, pe o perioada mai lude

timp si pe un nurir mai mare de repondgn
+ urmarirea altor parametsi observarea modifigilor;

+ efectuarea de studii clinice care vor d@rimmodificarile produse de consumul de gus

germinate;

+ continuarea nce#cdlor de dezvoltare a alimentelor fuianale pe bazde hrica.
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