Raport stiintific proiect PN-III-P1-1.1-PD-2021-0290 cu titlul Extractia si
caracterizarea fizico-chimica a pectinei din subproduse din industria zaharului si
utilizarea in paste fara gluten — etapa Il

Rezumat

In cadrul acestei etape s-au studiat si optimizat conditiile de extractie a pectinei din taitei
de sfecla de zahar prin tehnica conventionala de extractie cu acid citric si tehnici
neconventionale de extractie (extractia cu microunde $i extractia cu ultrasunete in puls). S-a
observat ca influenta conditiilor de extractie (temperatura, pH, raport solid-lichid si timp pentru
extractia conventionald; puterea microundelor, pH, raport solid-lichid si timp pentru extractia cu
microunde; amplitudinea ultrasunetelor, pH, raport solid-lichid si timp pentru extractia cu
ultrasunete in puls) asupra randamentului de pectina si continutului de acid galacturonic a fost
semnificativa. Optimizarea si validarea conditiilor de extractie a permis studierea proprietatilor
fizico-chimice ale pectinei. Pectina obtinuta prin extractie conventionala cu acid citric a
prezentat continutul de acid galacturonic ridicat, gradul de metilare si acetilare mare si
stabilitatea termica ridicata. Prin extractia cu microunde si extractia cu ultrasunete in puls s-a
observat o crestere semnificativa a masei moleculare a pectinei. Considerand proprietatile fizico-
chimice ale probelor, pectina extrasa din tditei de sfecla de zahar a fost utilizata la dezvoltarea de
noi produse alimentare prin incorporarea acesteia in compozitia pastelor fainoase fara gluten.

Descrierea stiintifica

Etapa 2 - Optimizarea extractiei, caracterizarea fizico-chimica a pectinei obtinute
din taitei de sfecla de zahar si studii preliminare asupra incorporarii acesteia in paste
fainoase fara gluten

Act 2.1 - Optimizarea conditiilor de extractie pentru metoda conventionali de
extractie cu acid citric, extractia cu microunde si extractia cu ultrasunete in puls

— Optimizarea conditiilor de extractie cu acid citric prin metodologia suprafetei de
raspuns (RSM): pentru optimizarea efectului variabilelor independente, reprezentate
de conditiile de extractie, asupra variabilelor dependente (randament de extractie si
continut de acid galacturonic) se utilizeaza un model experimental factorial Box-
Behnken si metodologia suprafetei de raspuns.

— Optimizarea conditiilor de extractie cu microunde prin RSM: influenta variabilelor
independente implicate in proces (puterea microundelor, raport solid-lichid, pH si
timp) asupra randamentului de extractie si continutului de acid galacturonic
(variabile dependente) este optimizatd utilizand un model experimental factorial
Box-Behnken si metodologia suprafetei de raspuns.

— Optimizarea conditiilor de extractie cu ultrasunete in puls prin RSM: efectul
variabilelor independente, reprezentate de amplitudinea ultrasunetelor, temperatura,
pH si timp, asupra variabilelor dependente (randament de extractie si continut de acid
galacturonic) este optimizat utilizand un model experimental factorial Box-Behnken
si metodologia suprafetei de raspuns.

Materialul vegetal, respectiv taitei de sfecla de zahar, utilizat in acest studiu a fost
furnizat de o fabrica de procesare a sfeclei de zahar din regiunea de nord-est, care face parte
dintr-un grup care se numara printre cei mai mari producatori de zahar din sfecla de zahar din



Europa. Taiteii de sfecla de zahar au fost uscati in etuva si apoi macinati, inainte de procesul de
extractie a pectinei.

Procedura de extractie §i proiectarea experimentelor

Extractia conventionald cu acid citric a fost realizata la temperaturi cuprinse intre 80 si
100 °C, pH cuprins intre 1 si 2, raport solid-lichid intre 1:10 si 1:20 g/ml si timp de extractie care
a fost variat intre 60 si 180 min. in cazul extractiei cu microunde a fost variatd puterea
microundelor (280-560 W), pH-ul (1-2), raportul solid-lichid (1:10-1:20 g/ml) si timpul de
extractie (30-90 s). Pentru extractia cu ultrasunete in puls s-a utilizat o baie cu ultrasunete
(temperatura de 60 °C) si a implicat varierea amplitudinii ultrasunetelor (60-100%), pH-ului (1-
2), raportului solid-lichid (1:10-1:20 g/ml) si a timpului de extractie (20-60 min).

Fiecare extractie a fost efectuata prin aplicarea unui model experimental factorial Box-
Behnken, care a fost elaborat astfel incat sa cuprinda 4 parametri de extractie: pentru extractia
conventionald — temperatura, pH, raport solid-lichid si timp; extractia cu microunde — puterea
microundelor, pH, raport solid-lichid si timp; extractia cu ultrasunete in puls — amplitudinea
ultrasundelor, pH, raport solid-lichid si timp. Acesti parametri, considerati variabilele
independente ale modelului, au fost variati pe 3 nivele. Astfel, modelul experimental Box-
Behnken, care prezinta 4 factori si 3 nivele, a cuprins 30 de experimente (extractii) cu 5 repetitii
in punctul central (nivelul 0 al variabilelor independente). Ca variabile dependente ale modelului
au fost selectate randamentul de extractie si continutul de acid galacturonic al pectinei.

Proiectarea si reprezentdrile grafice s-au realizat cu programul Stat-Ease 360 versiune
trial (Stat-Ease Inc., Minneapolis, Minnesota, Statele Unite ale Americii).

Metode de analiza
Randamentul de pectina a fost determinat in triplicat pentru fiecare metoda de extractie
folosind formula:

Randament de pectind (%) = Mo 100,
m

unde: my— masa de pectind uscata, in g;
m — masa de taitei de sfecla de zahar pretratati utilizata pentru extractie, in g.
Continutul de acid galacturonic al pectinei a fost determinat in triplicat prin metoda cu
reactiv sulfamat/m-hidroxidifenil dezvoltata de catre Filisetti-Cozzi et al. (Melton & Smith,
2001). Pentru determinari s-a folosit spectrofotometrul UV-3600 Plus UV-Vis-NIR (Shimadzu
Corporation, Japonia).

Rezultate si discutii

Studierea si optimizarea influentei conditiilor de extractie s-a realizat prin utilizarea unui
model polinomial de ordin doi (patratic), ales pe baza coeficientului de determinare ('RZ), care a
avut o valoare mai mare in comparatic cu cea a modelelor liniar, cubic si 2FI (model al
interactiunii intre doi factori), precum si pe baza valorii mici a lui p (p < 0,05).

Modelul a generat suprafete de raspuns, care sunt reprezentari geometrice ale evolutiei
variabilelor dependente in functie de cele independente (figura 2.1).

Rezultatele analizei de varianta (ANOVA) au demostrat ca modelul ales poate explica si
prezice cea mai mare parte a variatiei randamentului de extractie si continutului de acid
galacturonic al pectinei obtinute prin aplicarea celor trei metode de extractie.

Conditiile de extractie au fost optimizate astfel incat sa rezulte simultan cele mai mari
valori pentru randamentul de extractie si continutul de acid galacturonic al pectinei. In final,
fiecare extractie a fost repetata in triplicat in conditiile optime prezise, iar pe baza rezultatelor
similare obtinute s-au validat conditiile de extractie generate de designul experimental de tip
Box-Behnken.



N L Ly yery

P oy ot B &

— o o B &
.
o —

B ——— 0 — 4

I /
'

g

]
i e s B B

i

Ty st &

mr— e A
.
. &

vr—
-

o — o %
ot

Figura 2.1. Reprezentare grafica 3D (suprafete de raspuns) a influentei conditiilor de extractie
asupra randamentului de extractie si continutului de acid galacturonic al pectinei obtinute din
taitei de sfecla de zahar prin metode conventionale si neconventionale de extractie



Concluzii

Influenta conditiilor de extractie (temperaturd, pH, raport solid-lichid si timp pentru
extractia conventionald; puterea microundelor, pH, raport solid-lichid si timp pentru extractia cu
microunde; amplitudinea ultrasunetelor, pH, raport solid-lichid si timp pentru extractia cu
ultrasunete in puls) asupra randamentului de pectina si continutului de acid galacturonic a fost
semnificativa. Optimizarea conditiilor de extractie a permis studierea proprietatilor pectinei.

Act 2.2 - Caracterizarea fizico-chimica a pectinei extrase prin metode conventionale
si neconventionale din taitei de sfecla de zahar

— Determinarea continutului de acid galacturonic prin metoda spectrofotometrica, a
compozitiei de monoglucide prin metoda cromatografica, gradului de metilare si
acetilare al pectinei prin metoda HPLC si a masei moleculare prin HPLC-RID.

— Analiza stabilitatii termice a pectinei din taitei de sfecla de zahar prin calorimetrie cu
scanare diferentiala utilizand un calorimetru DSC 25.

— Comparatie intre pectina din tditei de sfecla de zahar si pectina comerciala din citrice
si din mere pe baza proprietatilor fizico-chimice.

Acidul galacturonic este principalul component structural principal al pectinei, astfel ca
determinarea continutului de acid galacturonic constituie o etapd importantd si esentiala a
analizei structurii chimice a pectinei. Dupa acidul galacturonic, galactoza, arabinoza, ramnoza,
xiloza si manoza sunt monoglucide care pot fi identificate in compozitia pectinei si ofera
informatii cu privire la componenta pectinei (regiunea ,neteda” a homogalacturonanului si
regiunea puternic ramificata a ramnogalacturonanului) si puritatea acesteia. Gradul de metilare si
cel de acetilare si masa moleculara sunt parametri cu influentd majord asupra calitatii pectinei si
a aplicatiilor sale In industria alimentara. Aplicatiile pectinei in industria alimentara se stabilesc,
de asemenea, pe baza proprietitilor termice, care pot fi determinate prin calorimetrie cu scanare
diferentiald. Nu in ultimul rand, spectroscopia in infrarosu cu transformata Fourier (FT-IR) este o
metoda rapida si utild de analiza a gruparilor functionale ale pectinei. Toate aceste metode au
fost aplicate In analiza comparativa a proprietatilor fizico-chimice ale pectinei extrase din taitei
de sfecla de zahar si ale pectinei comerciale din citrice si din mere.

Metode de analiza

Determinarea continutului de acid galacturonic al pectinei a fost efectuata prin metoda
prezentata pentru activitatea 1.1.

Compozitia de monoglucide a fost determinata in triplicat prin metoda HPLC descrisa
anterior (Yang et al., 2005), conform unei proceduri care implica hidroliza probelor in
monglucidele componente, formarea unor compusi ai monoglucidelor cu 1-fenil-3-metil-5-
pirazolond si cuantificarea acestor compusi utilizdnd un sistem HPLC echipat cu o coloana
Zorbax Eclipse Plus C18 (150 x 4,6 mm, diametru de 5 um; Agilent Technologies, California,
Statele Unite ale Americii) si cuplat cu un detector UV SPD-M-20A (Shimadzu, Kyoto, Japonia)
(Dranca et al., 2021).

Gradul de metilare si acetilare al pectinei a fost determinat in triplicat printr-o metoda
HPLC (Levigne et al., 2002). Cuantificarea a fost realizatd cu un sistem HPLC (Shimadzu,
Kyoto, Japonia) echipat cu o coloana C18 (250 x 4,6 mm, diametru de 5 um; Phenomenex,
California, Statele Unite ale Americii) si cuplat cu un detector de indice de refractie RID-10A
(Shimadzu, Kyoto, Japonia).

Masa moleculara medie a pectinei a fost determinatd in triplicat prin cromatografie de
excludere utilizand un sistem HPLC echipat cu o coloana Yarra 3um SEC-2000 (300 x 7,8 mm;
Phenomenex, California, Statele Unite ale Americii) cu cartus de protectie KJ0-4282



SecurityGuard (Phenomenex, California, Statele Unite ale Americii) si cuplat cu un detector de
indice de refractie RID-10A (Dranca et al., 2020).

Spectrul FT-IR al probelor de pectina a fost obtinut in modul transmisie in domeniul de
numere de unda 4000-400 cm’ si o rezolutie de 4 em™.

Analiza termica a fost efectuata in triplicat utilizand tehnica calorimetriei cu scanare
diferentiala. Proba de pectina a fost cantarita si apoi inchisa ermetic intr-un creuzet care a fost
introdus in instrumentul de analizd DSC 25 (TA Instruments, Delaware, Statele Unite ale
Americii) impreuna cu un creuzet gol utilizat ca referintd. Masuratorile au fost efectuate in
domeniul de temperaturd 0-300 °C, prin incalzire constanta cu 10 °C/minut, folosind azot ca gaz
de purjare la un debit de curgere de 20 ml/min.

Rezultate $i discutii

Rezultatele obtinute pentru continutul de acid galacturonic al pectinei, compozitia de
monoglucide neutre, gradul de metilare si acetilare si masa moleculard sunt prezentate grafic in
figura 2.2. Metodele de extractie utilizate la obtinerea pectinei din taitei de sfecla de zahdr au
fost codate in grafice, dupa cum urmeaza: extractie conventionald cu acid citric — EC, extractie
cu microunde — EM, extractie cu ultrasunete in puls — EUP.
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Figura 2.2. Proprietatile fizico-chimice ale pectinei extrase din taitei de sfecla de zahar si a
probelor de pectina comerciala



Compozitia pectinei din taitei de sfecla de zahar este constuitd in principal din acid
galacturonic, galactoza, ramnoza si arabinoza. Principala diferenta intre probele de pectina a fost
continutul de acid galacturonic, care a fost mai mare in pectind extrasa cu ultrasunete in puls.
Toate probele au fost considerate inalt metilate deoarece gradul de metilare a depasit 60%. Masa
moleculard a pectinei extrase prin tehnicile neconventionale a fost de peste doud ori mai mare
decat masa moleculara a pectinei extrase prin metoda convetionald. Comportamentul termic al
probelor de pectina din taitei de sfecld de zahar a fost similar, indiferent de metoda de extractie
utilizata si a fost comparabil cu cel al pectinei comerciale, ceea ce confirma faptul ca acest tip de
pectina este stabil si potrivit pentru aplicatii care implicd prelucrare termica la temperaturi
ridicate.

Concluzii

Pectina obtinuta prin extractie conventionald cu acid citric a prezentat continut de acid
galacturonic ridicat, gradul de metilare si acetilare mare si stabilitatea termica ridicatd. S-a
observat o Imbunatitire pentru masa moleculara determinata de aplicarea metodelor
neconventionale de extractie. In contextul unei piete comerciale afectati de cererea in crestere,
taiteii de sfecla de zahar pot fi considerati o sursa potrivita de pectina, iar valorificarea acestui
produs secundar in productia de pectind poate contribui la economia regionala.

Act 2.3 - Stabilirea celui mai bun raport fiina fiara gluten:pectina din taitei de sfecla
de zahar pentru prepararea pastelor fainoase

— Selectarea fainii fara gluten si a cantitatii de pectind utilizata pentru prepararea
pastelor fdinoase: determinarea proprietatilor reologice ale aluatului — vascozitate,
modul de elasticitate (G') st modul vascozitate (G") utilizind un reometru dinamic
Thermo HAAKE model MARS 40 si prelucrarea statistica a datelor experimentale
pentru evidentiarea diferentelor determinate de proportia de pectind adaugatd in
compozitia aluatului pentru paste fainoase fara gluten.

— Optimizarea raportului faina fara gluten:pectina din taitei de sfecla de zahar.

— Comparatie intre pastele fainoase fira gluten care contin pectina din taitei de sfecla
de zahar si pastele fainoase fara gluten preparate cu pectina comerciala din punctul
de vedere al proprietatilor reologice ale aluatului si proprietatilor termice ale pastelor
fainoase.

in ultimele decenii, pastele fainoase fara gluten au fost consumate nu numai de catre
persoanele diagnosticate cu boala celiaca, dar si de persoanele care doresc sa excluda din
alimentatie produsele pe baza de gluten din motive de sanatate. Printre componentele de baza
utilizate pentru obtinerea pastelor fdinoase fara gluten se numara faina si/sau amidonul din
porumb, faina de orez, faina obtinutd din pseudocereale, alaturi de adaugarea de proteine, gume
si emulgatori care pot actiona partial ca inlocuitori de gluten. Hidrocoloizi precum carboximetil-
celuloza, pectina si agarul se adaugd, de asemenea, in compozitia pastelor fainoase fara gluten
pentru a imbunatati textura si gustul produsului.

Metode de analiza

Pentru optimizarea compozitiei pastelor fainoase fard gluten s-au utilizat trei tipuri de
faina — faina de orez, faina de mei si faina de quinoa si diferite concentratii de pectina (1-3%).
Probele au fost caracterizate prin analiza proprietétilor reologice ale aluatului si determinarea
proprietatilor termice (calorimetric de scanare diferentiald) ale pastelor fainoase. Pentru
comparatie, s-au pregatit probe de paste fainoase farda gluten preparate cu aceleasi proportii de
pectini comerciala. Deteminarea vascozitatii, modulului de elasticitate (G') si modulului



vascozitate (G") s-a realizat conform unor proceduri descrise anterior (Ungureanu-luga et al.,
2020).

Datele experimentale au fost interpretate statistic pe baza rezultatelor analizei de varianta
(ANOVA) utilizand softul de prelucrare Statgraphics Centurion XVI (Manugistics Corp.,
Rockville, Maryland, Statele Unite ale Americii). Testul Fisher LSD (LSD — least significant
difference) a fost aplicat la un nivel de incredere de 95%.

Rezultate si discutii

Prin determindrile efectuate s-a observat ca adaugarea de pectind in paste fdinoase fara
gluten determina modificari ale proprietatilor reologice ale aluatului in principal din cauza
modificarilor In ceea ce priveste gelatinizarea amidonului, solubilizarea pectinei, precum si a
interactiunilor amidon-pectind. S-au observat diferente intre probele analizate care au fost
determinate atat de tipul de faina utilizat, cat si de proportia de pectind adaugata. Analiza prin
calorimetrie cu scanare diferentiala a evidentiat peak-uri endoterme corespunzatoare eliminarii
apei din probe si peak-uri exoterme care au indicat degradarea probelor de paste fainoase la
temperaturi ridicate.

Concluzii

Prin cercetarile efectuate 1n aceasta etapa s-a optimizat raportul faina fara gluten:pectina
din taitei de sfecla de zahdr in vederea obtinerii de paste fdinoase farda gluten. Analiza
comparativa intre pastele fainoase fara gluten care contin pectina din tditei de sfecla de zahar si
pastele fainoase fara gluten preparate cu pectind comerciala a indicat diferente in ceea ce priveste
proprietatile reologice ale aluaturilor pentru paste si proprietatile termice ale probelor de paste
fainoase.
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Act 3.3 - Managementul proiectului, achizitia de materiale si echipamente necesare
si diseminarea rezultatelor cercetarilor
— Managementul proiectului.
— Achizitia de materiale si echipamente in conformitate cu legislatia nationala.
— Diseminarea rezultatelor cercetarilor — prezentarea unei lucrari stiintifice la o
conferinta internationald si publicarea a 2 articole stiintifice in reviste cotate ISI

Q1/Q2.

In aceasti etapa au fost achizitionate urmatoarele echipamente: densitometru McFarland
DEN-1, miniPC industrial, kit Agitator magnetic cu incdlzire DLAB MS-H280-PRO si un
rotaevaporator cu condensor vertical RVO 400 echipat cu pompa de vacuum KNF
309577/026366. Echipamentele au fost utilizate in activitdtile cuprinse in etapa Il a proiectului.
De asemenea, s-au achizitionat materiale consumabile necesare in activitatea desfdsuratd in
cadrul proiectului.
Rezultatele obtinute in aceastd etapa au fost diseminate in 2 articole stiintifice in proces
de evaluare la doua reviste indexate ISI Q1 si prin prezentarea a 3 lucrari stiintifice la conferinte
internationale din tard si straindtate:
1. “Waste management in the sugar industry: study of pectin extraction from sugar beet
flakes by conventional and non-conventional techniques”, autori Florina Dranca si
Silvia Mironeasa, la RETASTE: Rethink Food Resources, Losses, and Waste,
manifestare stiintificd care s-a desfasurat in Atena, Grecia, in perioada 27-29
septembrie 2023,

2. “Physicochemical properties of pectin from sugar beet flakes as affected by extraction
method”, autori Florina Dranca si Silvia Mironeasa, la SGEM GeoConference —
“Green Science for Green Life, manifestare stiintifica care s-a desfasurat in Viena,
Austria, in perioada 28 noiembrie — 1 decembrie 2023.

3. “Waste management in the sugar industry: study of pectin extraction from sugar beet
flakes by conventional and non-conventional techniques”, autori Florina Dranca si
Silvia Mironeasa, la 9th Edition of the International Conference Biotechnologies,
Present and Perspectives, manifestare stiintifica care s-a desfisurat in Suceava,
Romania, in data de 15 decembrie 2023.

Siteul proiectului este actualizat si poate fi consultat la adresa:
https://fia.usv.ro/cercetare/sugarbeetpec/

Toate activitatile asumate in cadrul etapei II a proiectului au fost realizate.

Director de proiect,
Sef lucrari univ. dr. ing. Florina DRANCA
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