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Obiective stiintifice si justificarea alegerii temei

Alimentele sunt susceptibile in mod natural la degradarea fizica, chimica si
microbiologica care are loc in timpul depozitérii si distributiei acestora. Aceste modificari variaza
in functie de compozitia alimentelor si parametrii mediului, putdnd afecta semnificativ calitatea
produselor. Ambalarea ocupa o pozitie centrala in tehnologia produselor alimentare (Siracusa
et al., 2008). Alegerea adecvata a materialelor si sistemelor de ambalare reprezintd o parte
integrantd a procesului de obtinere a alimentului si designul acestuia. Lawless et al. (2013)
identificd patru roluri cheie ale ambalajelor: invelis/suport, protectie, usurintd in utilizare si
comunicare. De fapt, fiecare din aceste roluri cuprinde un numar de obiective diferite:
tehnologice, ingineresti si comerciale.

Marii producéatori de utilaje alimentare, impreuna cu producatorii de ingrediente si
aditivi, investesc continuu sume impresionante in cercetare pentru dezvoltarea de solutii
inovatoare in vederea obtinerii unor produse finite cu un nivel ridicat al calitatii si cat mai
prietenoase cu mediul. Tn multe tari subdezvoltate economic, Organizatia Mondiald a Sanatatii
a identificat ca un procent intre 30% si 50% din produsele alimentare sunt risipite datorita
modalitatilor inadecvate de conservare si protectie, spre deosebire de tarile cu economii
dezvoltate unde procentul se reduce pana la 2-3% (incpen.org, 2016). Aici regasim si motto-ul
companiei Tetra Pack- ,un ambalaj trebuie sd economiseasca mai mult decét costul sau”
(tetralaval.com, 2016).

Studiul intitulat “Cercetari biotehnologice privind obtinerea si caracterizarea
filmelor functionale bioedibile” urmareste obtinerea si aplicarea filmelor functionale bioedibile
avand ca ingrediente de baza hidrocoloizi (polizaharide usor dispersabile in apa) precum:
alginatul de sodiu, carboximetil celuloza, carrageenanul si guma Konjac. Filmele astfel obtinute
vor servi drept matrice suport pentru ingrediente bioactive precum extractul de drojdie,
preparatul fermentat pe baza de ceapa si pentru o tulpina cu proprietati speciale de Bacillus
subtilis CU1, ce vor reprezenta partea functionala a acestui film.

Adaosul de extracte bioactive sau de microorganisme probiotice selectionate in scopul
imbunatatirii valorii intrinseci a produselor alimentare reprezinta o practica tot mai uzuala.
Cercetatorii din domeniul industriei alimentare isi indreaptd atentia catre Tncorporarea unor
compusi biologic activi in filme bioedibile, mai ales cu scopul prelungirii duratei de valabilitate a
alimentelor (Falguera et al., 2011).

Un film sau un Tnvelis biobioedibil a fost definit ca un strat subtire continuu de material
comestibil format pe suprafata alimentului sau intre diverse straturi ale unui aliment sau
componente alimentare. Pe langa faptul c& actioneazad ca o barierd de protectie, filmele
biobioedibile pot fi folosite ca suport pentru compusi bioactivi, astfel marind proprietatile
functionale ale produsului alimentar datoritd beneficiilor aduse acestuia (Embuscado et al.,
2009). Aceste filme sunt caracterizate ca filme flexibile, subtiri, obtinute din polimeri naturali de
origine animala sau vegetala care servesc, din punct de vedere functional, ca matrice suport
pentru substantele bioactive.

Scopul filmelor biobioedibile este de a asigura un rol multiplu alimentului pe care Tl
deservesc. Pot fi enumerate cel putin patru caracteristici definitorii ale acestor filme:

- Scop de protectie a alimentului ca invelis principal protector,

- Scop de matrice pentru incorporarea diferitor substante bioactive,

- Avantaje economice superioare comparativ cu alte produse concurente de pe piata,

- Scop functional de prelungire a valabilitatii produsului si imbunatatire a principalelor
proprietati senzoriale ale acestuia.



Activitatile de cercetare din cadrul tezei au fost realizate cu ajutorul infrastructurii Si a resurselor
din cadrul urmatoarelor institutii:

Departamentul de Stiinta Alimentelor, Ingineria Alimentelor, Biotehnologii si Acvacultura,
din cadrul Facultatii de Stiinta si Ingineria Alimentelor, Universitatea Dunarea de Jos din
Galati.

Laboratorul de Cercetare pentru Alimente din cadrul Institutului de Bioresurse
Alimentare din Bucuresti.

Statia pilot de carne din cadrul Facultatii de Stiinta si Ingineria Alimentelor, Universitatea
Dunarea de Jos din Galati.

Laboratorul din cadrul companiei Kuk Romania SRL.

Fabrica de procesare produse vegetale, Sano Vita din localitatea VIadesti, R&mnicu
Vélcea.

Structura tezei de doctorat:

1- Studiul documentar prezinta urmatoarele informatii: stadiul actual al cunoasterii in
domeniul hidrocoloizilor utilizati la obtinerea filmelor functionale bioedibile;
caracterizarea principalelor elemente componente ale filmelor bioedibile si definirea
exacta a notiunii de film bioedibil precum si istoricul filmelor pe baza de alginat de
sodiu.

2- Studiul privind caracterizarea materiilor prime si materialelor de baza folosite
pentru obtinerea filmelor mono-strat urmand a se stabili si o relatie intre principalii
hidrocoloizi pentru a imbunatati caracteristicile acestora. Fiecare hidrocoloid in parte
a fost analizat minutios in vederea corelarii proprietatilor acestuia cu necesitatea si
dozajul optim retetei unui film biobioedibil. Stabilirea rezistentei la rupere a filmului Tn
functie de grosimea acestuia si stabilirea diametrului maxim aplicabil in functie de
produsul pe care va fi utilizat.

3- Studiul referitor la obtinerea acestor filme si inglobarea de substante bioactive
(preparatul fermentat pe bazad de ceapa, extractul de drojdie si o tulpind cu
proprietati speciale de de B. subtilis CU1) in vederea imbunatatirii proprietatilor
filmului si totodata in vederea imbunatatirii caracteristicilor produsului finit. Studiul
experimental constad in analize de culoare si grosime a filmului, analiza
permeabilitatii vaporilor de apa, analiza Scanning Electron Microscopy (SEM),
Energy Dispersive X-ray spectroscopy (EDX) si Fourier-transform infrared
spectroscopy (FTIR) pentru a studia morfologia internd a membranei obtinute.
Proiectarea unui amestec optim de hidrocoloizi cu adaos de substante active pentru
imbunatatirea calitatii filmului, care sa aiba parametrii fizici la valori optime constituie
un obiectiv esential al cercetarii desfasurate pentru elaborarea tezei de doctorat. in
acest sens am aplicat o abordare sistematica de investigare a procesului, bazata pe
proiectarea statistica a experimentelor (Design of Experiments - DOE). Utilizarea
acestei tehnici necesita dezvoltarea unui model de proiectare care permite evaluarea
parametrilor calitativi ai produsului finit Tn functie de factorii care fii influenteaza.
Astfel, in etapele experimentului (in analiza statisticd a modelelor matematice) se
utilizeaza ca proceduri statistice analiza de varianta (Analysis of Variance - ANOVA)
si analiza de regresie (Regression Analysis). Designul experimental bazat pe
Optimal-1 Mixture Design a fost construit utilizand softul State-Ease Design Expert
11.0 al companiei CAMO, Norvegia.

4- Obtinerea si aplicarea filmului functional bioedibil pe suprafata unor matrice
alimentare complexe de tip baton vegetal. In aceastd parte a tezei au fost
realizate analize microbiologice pentru doua matrici: un baton vegetal ambalat in
membrana de colagen/poliamidica si batonul vegetal ambalat in filmul bioedibil
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functional. Analiza fizico-chimica a ambelor produse a fost realizatd in paralel cu
ajutorul aparaturii de laborator.

Pentru obtinerea produselor descrise anterior au fost folosite ingrediente functionale
precum alginat de sodiu, carrageenan, carboximetil celuloza, guma Konjac care sunt la baza
polizaharide derivate din alge. Acesti hidrocoloizi prezintd numeroase aplicatii in industriile
alimentara, farmaceutica, cosmetica, in operatii biotehnologice industriale si altele, fiind folositi
ca agenti de gelificare, substante de ingrosare sau agenti de stabilizare si emulsionare.
Alginatul si carrageenanul provin din doua familii de alge diferite: carrageenanul este produs de
caragenofite din grupul Rhodotophyta, iar alginatul de alge brune din familia Phaeophyta
(Draget et al., 2009).

Prezentul studiu a avut ca obiectiv principal stabilirea unei metode de obtinere a unui
biofilm avand ca matrice alginatul de sodiu si alti hidrocoloizi in care s-au adaugat, in proportii
diferite, preparat fermentat pe baza de ceapa, extract de drojdie si cultura pura de bacterii din
genul Bacillus ssp. subtilis. In vederea atingerii scopului propus au fost urmarite urmatoarele
obiective specifice:

- Studierea si caracterizarea materiilor prime si materialelor de baza folosite pentru
obtinerea filmelor mono-strat urméand a se stabili si o relatie intre principalii hidrocoloizi
pentru a imbunatati caracteristicile acestora

- Evaluarea posibilitatii de obtinere a unui film bioedibil si de inglobare in aceste filme
polimerice a substantelor bioactive (preparat fermentat pe baza de ceapa, extractul de
drojdie si o tulpina cu proprietati speciale de Bacillus subtilis CU1 inregistrat cu numarul
[-2745 in colectia nationala de culturi de microorganisme, CNCM) in vederea
imbunatatirii proprietatilor filmului si totodata in vederea imbunatatirii caracteristicilor
produsului finit.

- Studierea proprietatilor functionale ale filmului bioedibil obtinut si evaluarea
functionalitatii acestuia in matrice film-aliment.

Filmele obtinute au fost evaluate din punct de vedere microbiologic, urmarindu-se si
capacitatea antioxidanta in vitro. Proiectarea unui amestec optim pentru obtinerea unui film
optimizat s-a realizat cu ajutorul programului DOE- Design of Experiments, Camo, Norvegia,
optimizarea urmarind atingerea unui echilibru intre performanta, calitate si cost (Melis, T.,
1989).

Teza de doctorat contine 221 de pagini si este structurata in patru parti distincte: ,studiul
documentar” prezentat in 30 de pagini (10 figuri si 4 tabele), “studiul privind caracterizarea
materiilor prime si materialelor de baz&” care contine 26 de pagini (15 figuri si 1 tabel), ,studiul
referitor la obtinerea filmelor cu ingrediente bioactive incorporate” care contine 58 de pagini (27
figuri si 22 tabele) si ,studiul referitor la obtinerea si aplicarea filmului functional bioedibil pe
Suprafata unor matrici alimentare complexe de tip baton vegetal” care contine 32 de pagini (8
figuri si 7 tabele), concluziile, diseminarea rezultatelor si anexele aferente ce contin 58 de
pagini.

Bibliografia acestei lucrari a fost trecuta la sfarsitul fiecarui capitol in parte si insumeaza
un total de 16 pagini cu majoritatea referintelor citate dupa anul 2010 pentru a releva noutatile
din acest domeniu.



Il.  Caracterizarea fizico-chimica si reologica a hidrocoloizilor utilizati pentru
obtinerea filmelor functionale bioedibile

2.1. Introducere

Acest capitol include studiul privind caracterizarea materiilor prime si materialelor de
baza folosite pentru obtinerea filmelor mono-strat urmand a se stabili si o relatie intre principalii
hidrocoloizi pentru a imbunatati caracteristicile acestora. Fiecare hidrocoloid in parte a fost
analizat minutios in vederea corelarii proprietatilor acestuia cu necesitatea si dozajul optim
retetei unui film bioedibil. Stabilirea rezistentei la rupere a filmului in functie de grosimea
acestuia si stabilirea diametrului maxim aplicabil in functie de produsul pe care va fi utilizat.

2.2. Materiale, aparatura si metode de analiza utilizate in experimentari
Materiale

In prezentul studiu au fost realizate determinari privind comportamentul reologic a patru solutii
poliglucidice dupa cum urmeaza:

P1 - CMC-carboximetil-celuloza, denumire comerciala produs: 7H9, producator Ashland, SUA.
P2 - Alginat de sodiu, denumire comerciala produs: Ferwo Alginate F400, producator Caldic
Ingredients, Rotterdam, Olanda.

P3 — Kappa-carrageenan rafinat, denumire comerciala produs: BLK 1120, producator BLG-
Brilliant Gum, Shanghai, China.

P4 - Konjac mannan, denumire comerciala produs: MRA, producator Food Ingredients &
Solutions, Olanda.

Aparatura utilizata: pH-metru, tip Metrohm, Elvetia; balanta analitica, tip Kern ADB 200-4,
Germania; mixer vertical Phillips, China; cuptor de calcinare, Proteherm PAF 110/6, Germania;
centrifuga Funke Gerber, Germania; cilindru gradat de 100 mL, Isolab, DIN/ISO clasa B,
Germania; pélnie de sticla, diametrul 55mm, Isolab, Germania; pahare Berzelius de 400 mL,
Isolab, Germania; cutii Petri, diamentrul 90 cm, Isolab, Germania; exsicator cu granule,
Marienfeld, Germania; creuzete 50 mL, forma inalta, Isolab, Germania; bec de gaz; rheometru
AR 2000 , TA Instruments, USA; Placa Peltier ca accesoriu al Rheometrului AR 2000; cupa
vascozimetrica cu orificii interschimbabile de la TQC Instruments, Olanda; orificiu cupa
vascozimetrica Tip 4, Standard DIN; trepied sustinere cupa véascozimetrica, TQC, Olanda;
cronometru electronic, Isolab, Germania.

Investigatiile au urmarit:
- Caracterizarea fizico-chimica si senzoriala a biopolimerilor
- Determinarea parametrilor reologici ai hdrocoloizilor analizati
- Influenta concentratiei asupra vascozitatii solutiilor de hidrocoloizi

2.3. Rezultate si discutii

a. Caracterizarea fizico-chimica si senzoriala a biopolimerilor

In tabelul 2.1. sunt indicate valorile fizico-chimice ale probelor analizate. Probele se
prezintd sub forma de pulbere fina cu granulatie mica, sub valoarea de 90 pm. Culoarea
acestora variaza de la alb murdar pana la cafeniu, in functie de materia prima de la care se
porneste pentru obtinerea acestora. Pentru probele P3 si P4 nuantele de alb inchis si cafeniu



sunt specifice pulberilor de alge care stau la baza acestor materii prime. In cazul pH-ului se
remarca o valoare ridicata de 9,15 unitati pentru P4, datorita metodei de obtinere a
hidrocoloidului.

Tabel 2.1. Valorile caracteristicilor fizico-chimice si organoleptice ale probelor analizate

Aspect Pudra fina Pudra find Pudra fina Pudra
Culoare alb murdar alb alb inchis cafeniu

pH 8,02+0,04 7,61+0,06 7,40+0,07 9,15+0,07
Umiditate (%) 4,97+0,01 7,07+0,02 6,75+0,01 8,51+0,01
Densitate volumetrica (g/ml) 0,58+0,02 0,62+0,05 0,62+0,02 0,62+0,01
Densitate presata (g/ml) 0,78+0,03 0,84+0,02 0,94+0,06 0,95+0,07
Indexul lui Carr (%) 24,70+0,09 26,25+0,13 33,33+0,12  34,78+0,16
Ratia lui Hausner 1,32+0,12 1,35+0,15 1,50+0,17 1,53+0,14
Capacitatea de retinere a apei (%) 12,46+0,12 12,17+0,15 13,73+0,16 12,00+0,11
Vascozitatea solutie 1% (cSt) 26,67+1,25 43,67+0.94 16,67+1,25  682+2,45
Cenusa (%) 0,95+0,01 0,65+0,02 0,66+0,01 0,22+0,03

Toate valorile reprezintd Medii £ Deviatia standard, n=3, (p<0,05).

in cazul P2 si P3 au fost inregistrate valori similare ale pH-ului, valori apropiate de pH
neutru. Rezultate similare au fost raportate si de catre Belalia et al. (2014) pentru alginatul de
sodiu. Pentru fiecare hidrocoloid Tn parte, valorile pH-ului au fost semnificativ diferite (p<0,05)
pe linie cu variatii mari de pH de la 7,40 la 9,15 unitati. Umiditatea probelor difera in functie de
metoda aplicatéd de producéator pentru a usca hidrocoloizii analizati. Astfel, valoarea cea mai
ridicatd a umiditatii de 8,51% se inregistreaza la P4, in timp ce proba cu cea mai mica umiditate
o are proba P1 cu o valoare de 4,97%. In cazul analizei capacitatii de retinere a apei s-au
obtinut valori similare pentru probele P1, P2 si P4 de aproximativ 12%. O valoare mai mare a
fost marcata de P3 (de circa 13,73%) datorita structurii specifice a carrageenanului si modului
de obtinere si standardizare al acestuia cu ajutorul sarurilor de potasiu (Bixler, Porse, 2011).

Valorile vascozitatii probelor P1-P4 se incadreaza in parametrii normali pentru acesti
hidrocoloizi pentru o concentratie a solutiei de 1%, valori similare fiind notate si de Laaman
(2011), desi pentru determinarea vascozitatii hidrocoloizilor au fost inregistrate diferente ale
valorilor obtinute datorita diverselor procedee si echipamente utilizate. Vascozitatea probelor
analizate sub forma de solutie 1% a inregistrat valori apropiate pentru P1, P2 si P3. In cazul
probei P4, vascozitatea a atins o valoare de 682 cSt datorita abilitatii gumei Konjac de a forma
geluri.

b. Determinarea parametrilor reologici ai hidrocoloizilor analizati

In Figurile 2.2. si 2.3. sunt reprezentate curbele de curgere ale dispersiilor si gelurilor
analizate pentru probele de alginat de sodiu (AL) si carboximetilcelulozd (CMC). Din figura 2.2.
se observa ca, din punct de vedere reologic, proba de alginat a manifestat un comportament
diferit comparativ cu proba de CMC prin valori diferite ale vascozitatii gelurilor. In acest caz, la
viteze mici de forfecare, pana la 0,5 s, gelul de alginat a prezentat un comportament dilatant
(vascozitatea a crescut de la 0,7 Paxs la 0,9 Paxs). Mai mult, valoarea vascozitatii a putut fi
recuperata pe curba de intoarcere doar pana la viteza de 2 s, dupa care, la viteze foarte mici
de forfecare, vascozitatea gelului de alginat a scazut constant, pana la o valoare finala de
aproximativ 0,45 Paxs, mult mai mica decat cea inregistrata la viteze mari de forfecare,
subliniind astfel caracterul dilatant al gelului. in general, solutiile de alginat de sodiu au tendinta



de a fi foarte vascoase. Astfel, comportamentul gelului de alginat la viteze de forfecare mari
(y>102? s) face din acesta un material potrivit pentru filme bioedibile datorita vascozitatii reduse
a materialului dupa acest punct (n=0,55 Paxs).
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Figura 2.2. Variatia parametrilor reologici (n si y) pentru probele de alginat. Curbele de curgere
pentru gelul format.

Figura 2.3. prezinta profilele reologice ale probelor de CMC sub forma curbelor de
curgere in reprezentare semilogaritmica pentru vascozitatea exprimata in Paxs si viteza de
forfecare exprimata in s. Rezultatele au indicat caracterul pseudoplastic al gelului (scaderea
vascozitati odatd cu cresterea vitezei de forfecare), dar valoarea vascozitatii a putut fi
recuperata pe curba de restructurare a probei de CMC pana la valoarea de 0,1 s (la viteze de
forfecare foarte mici) depasind astfel valoarea initiald a véascozitati de 55,83 Paxs. De
asemenea, s-a putut observa fenomenul de histerezis, dar a carui arie a fost relativ mica (intre
valorile de 17,69 Paxs si 30,84 Paxs pe curba de restructurare a vascozitatii). Rezultate
similare care atestd abilitatea CMC de a fi un bun agent de reticulare in obtinerea filmelor
bioedibile au fost remarcate si de catre Mu et al. (2012).
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Figura 2.3. Variatia parametrilor reologici (n si y) pentru probele de CMC. Curbele de curgere
pentru gelul format.

Vascozitatea probei de CMC ajunge la valoarea 0 in conditii de tensiune de forfecare
maxima la o valoare estimata de 170 Pa. Astfel, proba analizata reprezinta un ingredient potrivit
pentru obtinerea filmelor bioedibile Tn conditiile aplicarii torsiunii maxime.

10



In figurile 2.4., 2.5., 2.6. si 2.7.au fost reprezentate profilele reologice ale probelor de
alginat, CMC, carrageenan si Konjac prin testul de scanare al frecventei gelurilor.
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Figura 2.4. Variatia parametrilor reologici (G’, G” si delta) pentru probele de alginat. Testul de
scanare a frecventei gelului.

in figura 2.4. In cazul testului de scanare a frecventei s-a putut observa un
comportament in care valorile modulului de vascozitate G” au fost superioare valorilor modulului
elastic G’, marcand astfel caracterul vascos al materialului. Tn prima parte a domeniului de
frecventd, pana la valoarea de 1 Hz, atdt modulul elastic, cat si modulul vascos evolueaza
constant cu variatii mici ale valorilor incadrate la 1,1 Pa si respectiv 4,3 Pa, urmand ca dupa
aceasta frecventd, pana la finalul testului, s& se inregistreze valori maxime de 8,9 Pa si
respectiv 20 Pa pentru cele douad module. Astfel, cu cét creste frecventa, Hz, pe domeniul de
analiza, cu atat cresc si modulele G’ si G” pentru proba de alginat, ceea ce poate fi corelat cu o
crestere a numarului de lanturi libere finale de alginat datoritd dimerizarii (reactie chimica
principald de combinare a doi radicali liberi) aleatorii ale acestora in reteaua eterogena (Palmer
et al., 2014). Probele de alginat manifestd un comportament vascoelastic in acest caz. In cazul
testului de scanare a frecventei s-a observat evolutia modulelor de vascoelasticitate G’ si G”.

n Figura 2.5. odata cu cresterea frecventei, gelul de CMC a devenit mai elastic, avand
un G' cu valori mai ridicate, componenta vascoasa a gelului de CMC fiind inferioara modulului
elastic, crescand intr-un ritm mult mai redus. Pentru frecvente mici ale amplitudinii oscilatiilor
(impusa la 1%), de la 0,1 pana la 0,2 oscilatii pe secunda, componenta vascoasa a avut valori
mai mari decat componenta elastica, ceea ce poate fi tradus prin faptul ca, in conditii quasi-
statice, gelul de CMC este mai mult vascos decat elastic, comportandu-se ca un fluid(curge).
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Figura 2.5. Variatia parametrilor reologici (G’, G” si delta) pentru probele de CMC. Testul
de scanare a frecventei gelulului.

Delta, reprezentand unghiul de faza al oscilatiilor, a scazut de la 49° la 23°. Avand
delimitarea vascos/elastic in jurul valorii de 45°, putem observa si prin evolutia acestui
parametru trecerea de la un comportament preponderent vascos la unul preponderent elastic.

Putem marca cu aproximatie frecventa de 0,2 Hz ca fiind punctul de inversie intre G' si
G". Rezultate similare au fost obtinute si in cazul hidrogelurilor PVP-CMC in care modulul
elastic G' inregistreaza valori mult mai ridicate decat modulul vascos G" (Niladri et al., 2011).

n figura 2.6. este prezentat profilul reologic pentru gelul de Kappa-carrageenan (KC)
care a evidentiat un caracter preponderent elastic pe tot parcursul testului de scanare a
frecventei cu componenta elastica G’ mai mare decat componenta vascoasa G”.
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Figura 2.6. Variatia parametrilor reologici (G’, G” si delta) pentru probele de kappa-
carrageenan. Testul de scanare a frecventei gelului.

Diferenta mare dintre valorile celor doi moduli confirma faptul c&, in cazul testului de
scanare a frecventei, gelul de KC se comportd ca un solid autentic. Gelurile adevarate se
formeaza printr-un numar suficient de zone de jonctiune in solutiile de KC in prezenta de saruri
suficiente (Brenner et al., 2013; Brenner et al., 2015).

Se poate remarca faptul ca, la valori mici ale frecventei de 0,13 Hz, modulul de
vascozitate G” inregistreazd o usoara crestere a valorii, iar modulul elastic G’ Tnregistreaza o
usoara scadere a valorii, dar aceste modificari sunt mici si nu influenteaza semnificativ
comportamentul probelor de carrageenan pe durata testului. Unghiul de faz& al oscilatiilor,
delta, a inregistrat o scadere pe toata lungimea intervalului analizat de la 15,19° la 13,37°. Spre
deosebire de acesta, componenta elastica G’ creste odata cu cresterea frecventei pe toata
lungimea intervalului analizat de la valoarea de 1352 Pa la 1707 Pa. Componenta vascoasa G”
marcheaza un parcurs liniar pe toata lungimea intervalului analizat, cu o usoara crestere pe
finalul domeniului, inregistrand valori de la 367 Pa la 405 Pa. Rezultate similare in ceea ce
priveste evolutia modulilor de vascoelasticitate pentru gelurile de KC, cat si pentru gelurile de
guma Konjac (KG), au fost obtinute si de He Xue et. al. (2012).
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Figura 2.7. Variatia parametrilor reologici (G’, G” si delta) pentru probele de guma Konjac.
Testul de scanare al frecventei.

Tn figura 2.7. poate fi observat comportamentul reologic al suspensiei de guma Konjac
(KG) ca urmare a scanarii frecventei oscilatilor. Comportamentul gelului de KG a ramas
asemanator cu cel al gelului de KC. Astfel, identificdam si pentru gelul de KG un caracter
preponderent elastic, in care G’ este mai mare decat G” pe tot parcursul frecventei (0,1-10 Hz).

Totodata, ambele module vascoelastice inregistreaza o crestere usoara pe tot domeniul
analizat, odata cu cresterea valorilor frecventei. Cu ajutorul testului de scanare a deformarii, n
figurile 2.8., 2.9., 2.10. si 2.11., s-a analizat linearitatea materialului pentru gelurile de alginat,
CMC, carrageenan si Konjac.
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Figura 2.8. Variatia parametrilor reologici (G’, G” si delta) pentru probele de alginat. Testul de
scanare a deformarii pentru gelul de alginat.

Spre deosebire de gelul de CMC (figura 2.9.), unde a putut fi Tnregistrata limita
domeniului de vascoelasticitate, Tn cazul gelului de alginat valorile parametrilor de
vascoelasticitate au ramas constante pe toata durata testului, matricea ramanand stabila chiar
si la deformari de 100%. Totusi, spre deosebire de CMC, gelul de alginat a prezentat un
caracter vascos, cu valorile G” marcand o medie de 3,75 Pa prevaland asupra valorilor lui G™ cu
o0 medie mai mica de 1 Pa, iar valorile unghiului delta fiind mult apropiate de cele ale unui fluid.

Rezultate similare pentru testul de scanare a deformarii a probelor gelului de alginat au
fost obtinute si de Belalia et al. (2014) cu G">G’. Astfel, combinatia dintre un polimer cu masa
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moleculard mare si un surfactant formeazd un complex cu vascozitate ridicata rezistent la
deformari mari.
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Figura 2.9. Variatia parametrilor reologici (G’, G” si delta) pentru probele de CMC. Testul de
scanare a deformarii pentru gelul de CMC.

In figura 2.9., pentru testul de scanare a deformdrii, se poate observa ca pana la o
deformare de 25%, modulul elastic G', modulul vascos G" si unghiul delta au ramas aproximativ
constante ca evolutie, materialul comportandu-se ca un solid cu G’>G”. Dupa pragul de 25% al
deformarii s-a observat iesirea din domeniul de véscoelasticitate, fiind inregistrata si o
schimbare a fazelor la o deformare de aproximativ 46%, cand gelul a inceput sa curga,
componenta vascoasa predominand asupra componentei elastice. In urma testului de scanare
a deformarii s-a putut stabili deformarea critica a domeniului de vascoelasticitate. Rezultate
similare in ceea ce priveste evolutia celor doi moduli au fost obtinute si de (Stephen et al.,
2016), unde la deformari mici valoarea modului de elasticitate G’ este mai mare decat valoarea
modului de vascozitate G” pentru diverse variante de CMC.
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Figura 2.10. Variatia parametrilor reologici (G’, G” si delta) pentru probele de carrageenan.
Testul de scanare a deformarii pentru gelul de carrageenan.

Figura 2.10. ilustreaza profilul reologic al probei de carrageenan. Gelul de carrageenan
nu a prezentat o structura stabila, domeniul de vascoelasticitate putand fi inregistrat doar pana
la deformari de maximum 1%, dupa care, la amplitudini ale oscilatilor de aproximativ 3,5%
fazele s-au inversat, componenta vascoasa prevaland asupra celei elastice. Astfel, materialul
devine fluid. Taria fortelor coloidale este indicata de tan & = (G"/G’). O tan & cu valoare mai mica
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de 1 sugereaza faptul ca particulele sunt puternic asociate datoritd fortelor coloidale si astfel
poate surveni sedimentarea. O valoare mai mare de 1 pentru tan & sugereaza faptul ca
particulele sunt puternic disociate. Deformarile critice pentru sistemele stabilizate electrostatic
sunt Tn jurul valorii de 0,01% pana la 0,5%, iar pentru sistemele stabilizate steric intre 1% si 5%
ca in cazul de fata. Rezultatele pentru proba de carrageenan sunt oarecum similare probei de
CMC cu diferenta ca schimbarea fazelor apare mult mai repede pentru proba de carrageenan la
o deformare de 3,44%, spre deosebire de proba de CMC unde schimbarea de faza apare la o
deformare de 46%.

0.01 0.10 1.00 10.00 100.00
500 T “t 100
© 400 - ittt gy 8
£ :
, 300 - 60 g
O 200 A 40
2 100 20 =
E T T T T T T TTTT T T T T T TTTT T T T T T TTTT 0 g
0.01 0.10 1.00 10.00 100.00 S

Deformarea, %

e G') Pa el G, Pa  ==i===delta, °

Figura 2.11. Variatia parametrilor reologici (G’, G” si delta) pentru probele de Konjac mannan.
Testul de scanare a deformarii pentru gelul de guma Konjac.

In figura 2.11., comportamentul gelului de Konjac in timpul testului de scanare a
amplitudinii oscilatiilor a fost relativ identic cu cel al gelului de carrageenan. Materialul a fost
stabil pana in jurul deformarii de 1,5% dupa care a inceput sa curga. Rezultate similare au fost
inregistrate si de (He Xue et al., 2012), care prin combinarea dintre Konjac glucomannan
hidrolizat cu carrageenan a evidentiat o tarie sporita a gelului format. Si in acest caz, G’ este
mai mare decéat G” pe o suprafata semnificativd a domeniului de deformare.

c. Influenta concentratiei asupra vascozitatii solutiilor de hidrocoloizi

Evolutia vascozitatii probelor de alginat si CMC a fost ilustrata in figura 2.12., 2.13. si se
remarca o crestere graduala, odata cu cresterea concentratiei de hidrocoloid in solutie intr-un
anumit interval de timp. In cazul solutiilor de alginat, vascozitatea a crescut gradual de la
valoarea de 27 cSt la o concentratie a solutiei de 0,5%, pana la o valoare a vascozitatii de 208
cSt cand solutia are concentratia maxima de 1,5%. Graficul indica o crestere liniara pe tot
parcursul domeniului. in cazul solutiilor de CMC, vascozitatea a crescut de la valoarea de 10
cSt la o concentratie a solutiei de 0,5% si a atins un maxim de 42 cSt la o concentratie maxima
de 1,5%.

Probele de alginat analizate au inregistrat valori mult mai mari ale vascozitatii spre
deosebire de probele de CMC, atat la concentratii mici de 0,5%, cét si la concentratii maxime de
1,5%. Tn graficele 2.12 si 2.13, timpul (exprimat in secunde) indicd o valoare mai mare pentru
solutiile de alginat decét pentru cele de CMC datorita vascozitatii superioare a alginatului care a
curs prin cupa vascozimetrica intr-un interval de timp mult mai mare.
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Figura 2.12. Evolutia vascozitatii probelor de alginat in functie de concentratie si timp.
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Figura 2.13. Evolutia vascozitatii probelor de CMC in functie de concentratie si timp.

Aceasta proprietate a CMC se datoreaza structurii interne a polizaharidului, fapt
evidentiat si in experimentele de vascoelasticitate relatate anterior. Atat in figura 2.12., cat si in
figura 2.13. analiza statistica indica valori ale probabilitatii de ordinul p<0,05 pentru vascozitatile
celor doi hidrolocoizi validand astfel variatiile dintre si din interiorul grupurilor analizate. Probele
de carrageenan si Konjac au fost ilustrate in figura 2.14., 2.15. si au indicat, de asemenea,
cresteri graduale ale vascozitatii, dar la valori diferite faté de solutiile de alginat si CMC.
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Figura 2.14. Evolutia vascozitatii probelor de carrageenan in functie de concentratie si timp.
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Figura 2.15. Evolutia vascozitatii probelor de Konjac in functie de concentratie si timp.

Astfel, vascozitatea solutiilor de carrageenan a crescut de la valoarea de 12 cSt si 0
concentratie de 0,5%, pana la o valoare de 18 cSt si o concentratie a solutiei de 1,5%. Tn cazul
solutiilor de Konjac s-a intalnit o crestere neasteptata a vascozitatii si anume, de la o valoare de
190 cSt si o concentratie de 0,5% ajungand la o valoare de 682 cSt si o concentratie de doar
1.0%, determinarile vascozitatii solutiilor de Konjac la concentratii mai mari de 1.5% fiind practic
imposibile datorita caracterului foarte vascos al materialului analizat. A putut fi remarcat faptul
ca solutiile de Konjac au fost foarte vascoase la concentratii mici spre deosebire de solutiile de
carrageenan. Un alt indicator al alcestei vascozitati superioare a Konjac-ului a fost timpul Tn
care solutia a reusit a curge din cupa vascozimetrica, atingdnd o valoare de 150 s la o
concentratie a solutiei de 1,0% si o valoare maxima a vascozitatii. O crestere a vascozitatii in
timp (ore si zile) pentru probe din faina de Konjac si guma Konjac au fost raportate de (W. Xu et
al., 2014), dar la care concentratia probelor a fost limitata la maxim 1%.

Drept clasificare orientativa, a putut fi remarcat faptul ca solutile de Konjac si alginat au
fost cele mai vascoase atat la concentratii mici de 0,5%, céat si la concentratii mai ridicate de
1,5%. Aceste doud materiale au fost urmate in ordinea véascozitatii de solutile de CMC si
respectiv carrageenan a caror valori obtinute sunt mult mai mici. in ambele figuri 2.14. si 2.15.,
p<0,05 pentu valorile vascozitatii carrageenanului si gumei Konjac.
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2.4. Concluzii partiale

- Curbele de curgere ale probelor P1 si P2 (alginat si CMC) au indicat valori specifice
pentru cei doi hidrocoloizi. In cazul gelului de CMC viteza de forfecare a fost invers
proportionald cu vascozitatea, adica cu cat a crescut forfecarea, cu atat a scazut
vascozitatea gelului, spre deosebire de gelul de alginat care la viteze mici de forfecare a
manifestat o crestere a vascozitatii, iar la viteze mari de forfecare a manifestat o scadere
a acesteia.

- In cazul testului de scanare a frecventei, gelul de CMC a inregistrat la amplitudini mici
ale oscilatiilor un comportament predominant vascos G">G’, iar la amplitudini ale
oscilatiilor peste valori de 0,2 Hz s-a inregistrat G’>G” indicand astfel un caracter
preponderent elastic al gelului. Tn cazul gelului de alginat, pe tot parcursul testului G”>G’,
marcand astfel un caracter preponderent vascos. La gelurile de carrageenan si Konjac a
fost inregistrat un comportament similar, in care pe tot parcursul testului G’>G”, marcand
probe cu un caracter elastic.

- In cazul testului de scanare a deformarii au fost notate urmatoarele concluzii: pentru
gelul de CMC la deformari <25%, componentele G’, G” si delta au fost constante ca
evolutie. La deformari >25% gelul de CMC a inceput sa curga, astfel la deformare de
46%, G”>G’. In cazul gelului de alginat pe tot parcursul testului, gelul a avut un
comportament de fluid (a curs) si G™>G’. La gelurile de carrageenan si Konjac au fost
inregistrate comportamente similare. Astfel, pana la deformari de 3,5%, G>G”
(comportament de solid), iar la deformari de peste 3,5% , G">G’ (comportament de
fluid).

- Datele obtinute prin raportatea vascozitatii la concentratia solutiei si timp pentru alginat
si CMC au indicat o valoare mult mai mare a vascozitatii pentru solutile de alginat spre
deosebire de solutiile de CMC pe tot domeniul de variatie a concentratiei pentru cei doi
hidrocoloizi.

- In cazul vascozitatii solutiilor de carrageenan si Konjac situatia a fost inversa fata de
vascozitatea solutillor de alginat si CMC. Vascozitatea solutiilor de Konjac a fost mai
mare decét cea a solutiilor de carrageenan chiar si la concentratii foarte mici ale gumei
Konjac. Acest lucru a fost posibil datorita structurii gumei Konjac manan care a avut o
orientare spatiald favorabila aditiei moleculelor de apa si, implicit, formarii unei
vascozitati ridicate chiar si la concentratii foarte mici ale solutiei.

- Analiza individuala a probelor P1-P4 poate indica anumite corelatii si sinergii intre
acestea. In cazul probelor de Konjac si CMC a predominat caracterul vascos spre
deosebire de probele de alginat si carrageenan la care a predominat, in general,
caracterul elastic. Tocmai echilibrul intre cele doua perechi de hidrocoloizi poate fi
esential pentru obtinerea unor filme de calitate.
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Il. Studiul filmelor functionale bioedibile pe baza de alginat de sodiu

3.1. Introducere

Acest capitol include studiul referitor la obtinerea filmelor si inglobarea de ingrediente
bioactive (preparatul fermentat pe baza de ceapa, extractul de drojdie si o tulpind probiotica de
B. subtilis CU1) in vederea imbunatatirii proprietatilor filmului si, totodatd, in vederea
imbunatatirii caracteristicilor produsului finit. Studiul consta in analize de culoare si grosime a
filmului, analiza permeabilitatii vaporilor de apa, analiza Scanning Electron Microscopy (SEM),
Energy Dispersive X-ray spectroscopy (EDX) si Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR)
pentru a studia morfologia interna a membranei obtinute.

3.2. Materiale, metode de analiza si aparatura utilizata in experimentari

In experimentari s-au folosit urmatoarele materiale cu codificarile aferente: [CMC] —
sodium carboximetil-celuloza, denumire comerciald produs: 7H9, producator Ashland, SUA;
[AL] — Alginat de sodiu, denumire comerciala produs: Ferwo Alginate F400, producator Caldic
Ingredients, Rotterdam, Olanda; [RC] — Carrageenan Rafinat, denumire comerciala produs: BLK
1120, producator BLG-Brilliant Gum, Shanghai, China; [KG] — Konjac mannan, denumire
comerciala produs: MRA, producator Food Ingredients & Solutions, Olanda; Bacillus subtilis
CU1, denumire comerciala Probisis B. subtilis CU1, producator LeSaffre Human Care, Franta si
Tnregistrat cu nr. CNCM [-2745; Mediul de cultura selectat Luria Bertani Agar, Miller, producator
Compania Titan Biotech Ltd., Rajasthan, India; [ED] — Extract de drojdie, denumire comerciala
Springer 4101/0, producator Compania BioSpringer, Maison Allfort, Franta; [PFC] — Preparat
fermentat pe baza de ceapa, denumire comercialda SLR 100, producator Compania Fi&S,
Olanda; Glicerol si Acid Oleic — utilizati ca plasticizanti, producator Sigma Aldrich, Germania;
CaCl; folosita ca agent de reticulare a fost furnizata de Compania Sigma Aldrich; 2,2’-Difenil-1-
picrylhydrazyl radical (DPPH) comercializat de Sigma Chemicals Co.

Investigatiile au urmarit:
- Analiza reologica a filmelor pe baza de alginat de sodiu
- Determinarea capacitatii antioxidante a ingredientelor bioactive ce intra in compozitia
filmului
- Analiza microbiologica a filmelor pe baza de alginat de sodiu
- Permeabilitatea filmelor pe baza de alginat de sodiu
- Analiza EDS si SEM
- Analiza FTIR
- Proiectarea experimentala

3.2.2. Metode de analiza si aparatura utilizata in experimentari

3.2.2.1. Reologia filmelor pe baza de alginat

Caracterizarea reologica a gelurilor si filmelor pe baza de alginat a fost realizatd cu
ajutorul Reometrului AR 2000EX de la TA Instruments utilizadnd o placa cu geometrie conica, cu
un unghi conic de 1° si diametru de 50 mm. n tabelul 3.1. este ilustratd baza amestecului de
hidrocoloizi.
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Tabelul 3.1. Amestecul de hidrocoloizi folosit pentru obtinerea bazei filmelor bioedibile.

Hidrocoloid P1 P2
Nr. UM g g

Amestec film AL | AL+RC
1 | Alginat 6 5
2 | Carrageenan - 1
3 | Konjac Guma - -
4 CMC - -
5 | Apa distilata 400 400
6 | Total 406 406

3.2.2.3. Analiza microbiologica a filmelor pe baza de alginat

P3 P4 P5 P6 P7
g g g g g
AL+KG AL+CMC | AL+RC+KG | AL+RC+ | AL+KG+
CMC CMC
5 5 5 5 5
- - 0.5 0.5 -
1 - 0.5 - 0.5
- 1 - 0.5 0.5
400 400 400 400 400
406 406 406 406 406

a. Viabilitatea tulpinii de Bacillus subtilis CU1 in mixul de ingrediente bioactive
Experimentul a pornit de la premiza ca tulpina pura analizata de Bacillus subtilis CU1
contine conform fisei tehnice si certificatului de analiza o concentratie de microorganisme >10**
ufc/g (spori viabili). Tn tabelul 3.2. este ilustrat sistemul de preparare al ingredientelor bioactive

pentru 100 ml solutie.

Tabelul 3.2. Sistemul de preparare al ingredientelor bioactive (cantitati pentru 100 ml solutie)

Proba B. subtilis CU1 (g) ED(g)
M 0,25¢g -
P1 0,259 1,09
P2 0,25¢g -
P3 0,25¢g 1,09

PFC(9)

1,09
1,0g

b. Viabilitatea tulpinii de Bacillus subtilis CU1 in filme pe baza de alginat cu
ingrediente bioactive incorporate
Retetele pentru filmele pe baza de alginat de sodiu cu elemente active au fost ilustrate

in tabelul 3.3. Amestecul de hidrocoloizi utilizat a fost ales in functie de compatibilitatea
reologica si rezistenta la rupere a filmelor pe baza de alginat analizate in subcapitolul anterior.

Tabelul 3.3. Mixul de ingrediente bioactive al filmelor pe baza de alginat pentru 100 ml solutie

Formula film nr. 1

1A: AL + KG + CMC
1B: AL + KG + CMC
1C: AL + KG + CMC
Formula film nr. 2
2A:AL+ KG+ CMC+ RC
2B:AL+ KG+ CMC+ RC
2C:AL+ KG+ CMC+ RC

B.subtilis CU1 (g)
0.500g
0.625¢g
0.750g

0.500g
0.6259
0.750g

Experimentul a avut ca baza formulele de mai jos:
AL [1,125g] + KG [0,1875¢g] + CMC [0,1875¢g] = 1,59
AL [1,0275g] + KG [0,1575g] + CMC [0,1575g] + RC [0,1575g] = 1,59
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ED (9)
0.500g

1.000g
1.500g

0.5009g
1.000g
1.500g

PFC (9)
0.500g
1.000g
1.500g

0.500¢g
1.000g
1.500g

(3.2)
(3.3)



3.2.2.6. Permeabilitatea filmelor pe baza de alginat

Permeabilitatea filmelor pe baza de alginat de sodiu a fost determinata gravimetric dupa
standardul ASTM E96-93. Tabelul 3.6. prezintd modul de lucru pentru determinarea WVTR si a
WVP pentru proba martor (M) si pentru proba (P1) care sufera diverse variatii descrise de codul
probei: a, b, ¢ si d. Diferentele se refera la temperatura mediului ambiant la care sunt lasate
probele timp de 24 ore si la umiditatea relativa din interiorul si exteriorul probelor analizate.Doua
metode descriu aceasta analiza: “Metoda cu sicativ,, transportul vaporilor de apa este realizat
din mediul extern in interiorul cupei si “Metoda cu apa distilatad”, vaporii de apa se transmit din
interior la exterior, interiorul fiind in acest caz plin cu apa distilata.

Tabelul 3.6. Parametrii probelor M si P1 pentru masurarea permeabilitatii vaporilor de apa a

filmelor bioedibile (adaptat dupa ASTM E96).

Metoda folosita Proba Cod Temperatura, RH%, pahar RH%, exterior
proba °C g mm/kPazim? g mm/kPa zi m?
Metoda cu sicativ M a 8 0 55%
Metoda cu sicativ M b 22 0 50%
Metoda cu apa D M c 8 100 55%
Metoda cu apa D M d 22 100 50%
Metoda cu sicativ P1 a 8 0 55%
Metoda cu sicativ P1 b 22 0 50%
Metoda cu apa D P1 c 8 100 55%
Metoda cu apa D P1 d 22 100 50%

Determinarea permeabilitatii si a ratei de transmitere a vaporilor de apa s-a efectuat
astfel:
Tabelul 3.7. Cantitatile de plasticizant (glicerol si/sau acid oleic) adaugate in reteta filmelor pe
baza de alginat de sodiu.
Proba Glicerol, (9) Acid Oleic, (9)

Martor 0 0
P1 0,675 0
P2 0,900 0
P3 1,125 0
P4 0,675 0,675
P5 0,900 0,900
P6 1,125 1,125

3.3. Rezultate si discutii
3.3.1. Reologia filmelor pe baza de alginat de sodiu

in figura 3.3. este reprezentata rezistenta mecanica a sapte filme (P1-P7) pentru a putea
fi determinaté care dintre variantele propuse prezintd o rezistenta sporité si poate reprezenta
ulterior o baza pentru matricea componentelor active. Toate probele analizate au avut la baza
alginatul de sodiu drept hidrocoloid principal. Profilele reologice ale probelor (AL+CMC) si
(AL+KG+CMC) au pus in evidenta caracteristicile liniare si uniforme ale unui film optim din
punct de vedere al rezistentei mecanice. In acest caz modulul elastic G’ a fost limitat in
intervalul 4-5x10°Pa si a fost stabil pe toatad lungimea domeniului de analiza.
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Figura 3.3. Rezistenta mecanica si integritatea structurala a modulului G’ in filmele pe baza de
alginat de sodiu.

Probele (AL+RC+KG) si (AL+RC+CMC) au prezentat un comportament elastic mai
evident, datoritd valorilor ridicate ale modulului G’ la amplitudini mici ale oscilatiilor decat
probele anterior analizate. Acest lucru se poate datora unei structuri mai puternice a
amestecului de hidrocoloizi, cu un comportament specific de solid, dar care nu este stabil pe
toata lungimea domeniului de analiza. Tocmai aceasta instabilitate a mixului de hidrocoloizi nu
recomanda cele doud probe pentru o rezistentd mecanica sporitd. In cazul probelor (AL),
(AL+KG) si (AL+RC) rezistenta mecanica inregistratd a prezentat valori mult mai mici decéat in
cazul primelor doua probe analizate. n figura 3.4. a fost ilustrat modulul G” (plastic) al filmelor
pe baza de alginat de sodiu.

De regula aceasta caracteristica este corelata cu modulul G’(elastic) ce caracterizeaza
filmul. In acest caz a fost inregistratd o crestere semnificativd a modulului G” in momentul in
care deformarea a atins valoarea de 50% pentru probele (AL+RC), (AL+RC+CMC) si respectiv
(AL+CMC). La polul opus, probele ce au inregistrat o anumitd constanta pe tot parcursul de
deformare au fost reprezentate de (AL), (AL+KG+CMC) si respectiv (AL+RC+KG).
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e (AL+RC+KG) «==@==(AL+RC+CMC) (AL+KG+CMC)

Figura 3.4. Rezistenta mecanica si integritatea structuralda a modulului G” in filmele pe bazéa de
alginat de sodiu.

Atat in figura 3.3., cat si in figura 3.4. s-au evidentiat probele P3 si P7 datoritd ambelor
module de véascoelasticiate (G’ si G”) care au indicat un comportament liniar si relativ constant
pe tot domeniul de analiza. Acest lucru a fost evidentiat si prin prisma rezistentei mecanice a
celor doua probe, notata in tabelul 3.10.
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Tabelul 3.10. Rezistenta mecanica a filmelor pe baza de alginat.

Nr.Crt. Proba Amestec ph gel Punct rupere film,
hidrocoloizi (MPa)
1 P1 AL 7,25+0,03 50,09+0,01
2 P2 AL+RC 6,91+0,06 28,3913,26
3 P3 AL+KG 7,1+0,01 Nu se rupe
4 P4 AL+CMC 7,49+0,01 39,82+0,02
5 P5 AL+RC+KG 7,46x0,07 31,62+0,01
6 P6 AL+RC+CMC 7,25+0,02 22,40+2,72
7 P7 AL+KG+CMC 7,58+0,09 Nu se rupe

Toate valorile reprezintd mediideviatia standard cu, n=3 si (p<0,05).

Pentru proba P1 cu alginat de sodiu, punctul de rupere a filmului a marcat valoarea de
50 MPa inregistrand astfel cea mai mare valoare comparativ cu celelalte probe analizate.
Totusi, in cazul probelor P3 (AL+KG) si P7 (AL+KG+CMC) datoritd caracteristicilor superioare
de elasticitate pe care aceste filme le poseda, acestea nu s-au rupt pe parcursul testului de
rezistentd mecanica. Proba P7 a reprezentat amestecul ideal intre hidrocoloizii alginat de sodiu,
guma Konjac si carboximetil-celuloza pentru o matrice suport in care pot fi incorporate elemente
bioactive. Probele analizate au prezentat valori ale rezistentei la rupere intre 22,5 MPa si 50
MPa, valori similare cu cele obtinute de Silva et al. (2009), in filme pe baza de pectina si alginat.

Determinarile reologice individuale ale gelurilor de AL, CMC, RC si KG din figura 3.5. au
indicat rezultate promitatoare ale modulului elastic pentru (AL) si (CMC) reprezentand
componente stabile a caror linearitate a fost constantd pe tot domeniul de deformare. In cazul
probelor (RC) si (KG), desi rezistenta mecanica a fost superioara probelor anterioare, aceasta
nu s-a mentinut stabila decat pana la valoarea de 1%, dupa care a inceput sa piarda
semnificativ din valoare.
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Figura 3.5. Variatia modulului de elasticitate, G’ pentru gelurile de CMC, AL, RC si KG in raport
cu deformarea materialului. Testul de scanare a deformarii.

In figura 3.6. modulul de vascozitate, G” a inregistrat valori liniare pe tot domeniul de
deformare pentru probele (AL) si (CMC). Tocmai linearitatea celor doua probe sugereaza o
posibila sinergie a acestora si utilizarea lor la fabricarea filmelor functionale bioedibile. In cazul
probelor (RC) si (KG), modulul G” a indicat o crestere a vascozitatii la valoarea de 511 Pa la o
deformare de 3,97% pentru carrageenan si respectiv o valoare a vascozitatii de 93 Pa la o
deformare de 6,3% pentru guma Konjac. Ambele materiale au fost vascoase, dar linearitatea
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acestora pe domeniul de deformare a variat. Totusi, astfel de materiale pot fi utilizate in dozaje
mici pentru obtinerea filmelor bioedibile.
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Figura 3.6. Variatia modulului de vascozitate, G” pentru gelurile de CMC, AL, RC si KG in
raport cu deformarea materialului. Testul de scanare a deformarii.

3.3.2. Capacitatea antioxidanta a ingredientelor bioactive

Capacitatea antioxidanta a extractului de drojdie si a preparatului fermentat pe baza de
ceapa a fost determinata printr-o metoda distincta, cantitativa, bazata pe activitatea DPPH.
Conform rezultatelor prezentate in tabelul 3.11., activitatea antioxidanta a extractului de drojdie
a avut o valoare semnificativda de 33,33% in comparatie cu cea a preparatului fermentat pe
baza de ceapa care a avut o valoare de doar 21,85%.

Tabelul 3.11. Capacitatea antioxidantd pentru extractul de drojdie si preparatul fermentat pe
baza de ceapa

Capacitate antioxidanta,
DPPH-RSA (%)
Extract de drojdie 33,33+0,25 0,88+0,21
Preparat fermentat pe

baza de ceapa

Ingredient DPPH, ECso (mg/ml)

21,85+0,15 0,60+0,13
Toate valorile reprezinta medii+deviatia standard cu n=3 si (p<0,05).

Aceste doua ingrediente active pot fi introduse in matricea filmului pe baza de alginat de
sodiu pentru efectul antioxidant si conservant al acestora si pot oferi un efect sinergic de
protectie a produsului impotriva actiunii pro-oxidative a unor factori externi si interni. Valoarea
ECso pentru cele doua extracte a fost de 0,88 mg/ml si respectiv de 0,60 mg/ml ceea ce a
indicat valori acceptabile pentru aceste doua ingrediente. Rezultate similare au fost inregistrate
si de Santas et al., 2008; Huang et al., 2009 si Singh et al., 2009.

3.3.3. Analiza microbiologica a filmelor pe baza de alginat de sodiu
in figura 3.8. poate fi observat interactiunea si influenta elementelor active din extractul
de drojdie si preparatului fermentat pe baza de ceapa asupra viabilitatii tulpinii de Bacillus

subtilis CUL. Tn cazul probei martor (M), placa Petri a fost inoculatd doar cu Bacillus subtilis
CU1, iar viabilitatea celulelor pentru mai mult de 7 zile a ajuns in acest caz la un numar de
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7,2x108® ufc/g care poate reprezenta un numar considerabil, daca se tine cont de faptul ca nu au
existat alte interactiuni cu ingrediente conexe.
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Figura 3.8. Influenta elementelor active din preparatul fermentat pe baza de ceapa si extractul
de drojdie asupra viabilitatii tulpinii probiotice de Bacillus subtilis CU1 timp de 8 zile la 4°C.

in cazul probei P1, care a continut un amestec de Bacillus subtilis CU1 si produs
fermentat pe baza de ceapd, au fost obtinute valori scazute in sensul in care s-a obtinut o
concentratie de doar 9,85x107 ufc/g. Acest lucru poate fi explicat datorita utilizarii preparatului
fermentat pe baza de ceapa adaugat care poate fi caracterizat ca fiind unul dintre cei mai buni
agenti antimicrobieni de origine vegetald, cu actiune similara usturoiului. Preparatul fermentat
pe baza de ceapa poate ajuta la inhibarea si dezvoltarea tulpinii de Bacillus subtilis CU1 si a
multor altor microorganisme datoritd bacteriocinelor pe care acesta le contine si care ataca
membrana celulara a bacteriilor. Aceste bacteriocine sectioneaza membrana prin crearea la
nivelul acesteia a unor pori care duc la cresterea permeabilitati unor compusi minusculi
cauzand astfel un eflux rapid de ioni pre-acumulati, aminoacizi si in unele cazuri a unor
molecule de adenozin 5-trifosfat (ATP). O reactie majora are loc atunci cand se foloseste
preparatul fermentat pe baza de ceapa prin aparitia de tiopropanal-S-oxid. Produsul fermentat
pe baza de ceapa contine totodatad compusi fenolici antimicrobieni, acid protocatehinic si
catechol (Montville et al., 2012; Ray et al., 2013).

Pentru proba P2 unde s-a lucrat cu un amestec de Bacillus subtilis CU1 si extract de
drojdie au fost obtinute rezultate superioare in ceea ce priveste valoare ufc/g fatéd de proba P1.

Aici valoarea maxima a atins numarul de 4,15x108 ufc/g, cauza fiind extractul de drojdie
care a potentat dezvoltarea tulpinii de Bacillus subtilis CU1 datorita cantitatii ridicate de azot
necesar pentru metabolismul microbian. Rezultatele obtinute au fost posibile si datorita unei
relatii de simbioza intre cele doud ingrediente bioactive; astfel, extractul de drojdie, datorita
continutului mare de vitamine din grupul B, reprezintd un factor de crestere pentru bacterii care,
la randul lor, produc acid lactic creand un pH optim pentru drojdii. Extractul de drojdie contine
minim 55% proteina Tn compozitie si este bogat Tn glutation. Glutationul este capabil sa previna
degradarea unor importante componente celulare cauzate de specii reactive la oxigen precum:
radicali liberi, peroxid, peroxid lipidic si metale grele (Pompella et al., 2015).

In cazul probei P3 s-a utilizat un amestec de Bacillus subtilis CU1, extract de drojdie i
produsul fermentat pe baza de ceapa si a fost inregistrat un rezultat optim in ceea ce priveste
cresterea populatiei microbiene. Acesta prezinta un punct intermediar unde preparatul
fermentat pe bazd de ceapa si extractul de drojdie actioneaza sinergic si potenteaza
dezvoltarea tulpinii de Bacillus subtilis CU1 ajungandu-se la o valoare de 3,75x108 ufc/g.
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Multiplicarea celulara a tulpinii de Bacillus subtilis CU1 in filmele pe baza de alginat de
sodiu cu elemente active incorporate a fost ilustrata in figura 3.9.

Pentru formula (1), alginatul de sodiu, guma konjac si carboximetilceluloza au fost
utilizate ca materiale de baza la obtinerea filmului bioedibil. In cazul probei 1A, au fost obtinute
valorile cele mai mici dintre toate cele sase determinari, ajungandu-se la numarul de 8,3x108
ufc/g dupa 8 zile. Acest rezultat poate fi pus pe seama faptului ca proba 1A, produsul fermentat
pe baza de ceapa si extract de drojdie a fost inoculata cu cea mai mica cantitate de Bacillus
subtilis CUL.

in cazul probelor 1B si 1C, rezultatele obtinute au fost cu o unitate logaritmica
imbunatatite in ceea ce priveste numarul de ufc/g, cu valori atinse de 1,1x10° ufc/g si respectiv
1,3x10° ufc/g. Aceste rezultate similare au prezentat valori mult peste cele de la proba 1A,
datorita dublarii cantitatilor de elemente active incorporate in matricea filmului pentru proba 1B
si a triplarii cantitatilor de elemente active pentru proba 1C.
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Figura 3.9. Multiplicarea lui Bacillus subtilis CU1 in filmele bioedibile pe baza de alginat de
sodiu cu elemente active incorporate.

In cazul probei 1C, desi cantitatea de ingrediente bioactive a fost cu 50% mai mare
decéat pentru proba 1B, rezultatele obtinute au fost aproximativ similare. Astfel, reducerea
logaritmica a fost direct proportionald cu cresterea concentratiei de acid galic, ceea ce releva
activitatea antimicrobiana ridicata a preparatului fermentat pe baza de ceapa. Pentru formula
(2), au fost utilizati alginatul de sodiu, carboximetilceluloza, guma konjac si carrageenanul
rafinat pentru obtinerea matricei suport. In cazul probelor 2A si 2B s-au obtinut valori apropiate,
de 1,3x10° ufc/g si respectiv 1,4x10° ufc/g dupa 8 zile, ceea ce reprezinta valori similare cu cele
obtinute in cazul filmelor stabilizate la formula (1).In cazul probei 2C s-au obtinut valori de
1,8x10° ufc/g de Bacillus subtilis CU1, valori normale luand n considerare faptul ca aceasta
varianta a fost inoculata cu cantitatea cea mai mare de microorganism si ingrediente bioactive.
In cazul ambelor retete propuse, valorile cele mai bune au fost obtinute in cazul probelor 1C Si
respectiv 2C, adica in cazul dozajelor maxime de elemente active.

In imaginile reprezentate ca sectiune a filmului bioedibil captat cu tehnologia SEM au
putut fi observate diferite straturi de polimeri care au incorporat componentele bioactive (fig.
3.10).

26



Bacillus subtilis CU1 la SEM.

Suprafata filmului a fost neregulata si aspra ca aspect, prezentand riduri, cu o structura
uniforma, compacta si densa. Din interactiunile elementelor chimice au rezultat saruri care au
cristalizat sub forma cubica, cu dimensiuni intre 2,47-3,47 um. Uneori, aceste cristale se lipesc
impreuna si formeaza structuri inegale in cruce, ca in figura 3.10..

Imaginile 1A, 1B si 1C din figura 3.11., oferd o perspectiva clara asupra suprafetei
filmelor pe baza de Alginat care au incorporate ingredientele bioactive si modul in care
microorganismele s-au dezvoltat prin crearea coloniilor mici tip fulg de zapada (1A) sau se
suprapun intre ele n colonii mari cu forma incrucisata si suprafata neregulata. Acestea au fost
uniform distribuite in structura de film 1B si 1C.

Imaginile 1A', 1B' si 1C' din figura 3.11. au fost marite de 5000x si au ilustrat densitatea
populatiei de Bacillus subtilis CU1 care a fost distribuitd omogen. Proba 1A' a fost mai
sporadica in numar, in timp ce probele 1B' si 1C' au fost foarte consistente; acestea au fost
direct corelate cu cantitatea de Bacillus subtilis CU1 inoculata in retetd. Pentru imaginile 2A, 2B
si 2C, situatia a fost similara cu cea descrisa mai sus la formula (1). Proba 2A', marita la
10.000x, a manifestat o expunere eterogend a celulelor in matricea filmului de hidrocoloizi. Tn
acest caz, un strat subtire de gel a inconjurat peretii formei tijei culturii crescute. Proba 2B' a
prezentat o mare abundenta de structuri tip cristal cu forme de cub si diferite dimensiuni. Pentru
proba 2C’, au fost obtinute detalii bune despre aglomerarea si aderenta culturii pure. In acest
caz, citirea a fost realizatd cu o marire de 2000x.
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Figura 3.11. Reprezentarea filmelor incorporate cu B. subtilis CU1 la diferite rezolutii prin aparatura SEM.




3.3.6. Permeabilitatea filmelor bioedibile pe baza de alginat de sodiu

in tabelul 3.16. a fost inregistrata o crestere a grosimii filmelor bioedibile pe baza de
alginat, direct proportionalda cu cresterea concentratiei de glicerol si respectiv acid oleic
adaugate in formula filmului. Astfel, aditia de glicerol ca si plasticizant in reteta poate influenta
usor grosimea filmului, in schimb ce aditia de glicerol si acid oleic reprezintad o crestere mult mai
limitatd a grosimii. Grosimea filmelor in acest caz variaza de la 0,13 mm si a ajuns péana la
valoarea de 0,30 mm pentru filmele cu un continut mare de glicerol.

Tabelul 3.16. Influenta concentratiei de glicerol si acid oleic asupra grosimii filmelor bioedibile
pe baza de alginat de sodiu.

Proba Glicerol, Acid Oleic, Grosime filme,
) ) (mm)
M 0 0,00 0,170,045
P1 0,675 0,00 0,22+0,015
P2 0,9 0,00 0,29+0,005
P3 1,125 0,00 0,30+0,035
P4 0,675 0,675 0,13+0,01
P5 0,9 0,9 0,15+0,01
P6 1,125 1,125 0,15+0,015

Valorile grosimii reprezintd mediitDeviatia Standard, n=3.

Permeabilitatea vaporilor de apa
Potrivit standardului international ASTM E96, metoda de transfer de vapori prin utilizarea unor
cupe/pahare poate fi descrisa in 2 moduri:

a. Metoda cupelor umplute cu sicativ. Transferul vaporilor de apa este realizat din mediul
extern catre interiorul cupei.

Filmele obtinute prin metoda umeda au avut o permeabilitate la vapori de apa medie, cu
valori de pana la 38,348 g mm/kPa zi m? la o grosime a filmului de 0,30 mm, datorita formarii
unei retele polimerice tridimensionale stabilizatd de solutia de clorura de calciu, capturand astfel
moleculele de apa care actioneaza ca plasticizant intr-o configuratie cristalind, reducandu-se
numarul de legaturi intermoleculare in lantul polimeric si facilitand transferul de vapori de apa
prin film (Pintado et al., 2010).

Permeabilitatea vaporilor de apa a variat de la valoarea de 11,115 g mm/kPa zi m? si o
grosime de 0,13 mm péana la un maxim de 38,348 g mm/kPa zi m? si o grosime de 0,30 mm asa
cum a fost evidentiat in tabelul 3.17.

Incorporarea in formula filmului a glicerolului ca plasticizant a influentat permeabilitatea
vaporilor de apa a filmelor bioedibile pe baza de alginat. Astfel, s-a putut observa o crestere a
WVP odata cu cresterea concentratiei de glicerol adaugat in retetd. Cea mai evidenta valoare a
WVP a fost marcatéd de P3b unde la o concentratie maxima de glicerol de 1,124g s-a atins o
valoare a permeabilitdtii de 38,348 g mm/kPa zi m?. Spre deosebire de proba martor M, unde
WVP are valoarea de 16,188 g mm/kPa zi m?la temperatura de refrigerare de 8°C, toate valorile
permeabilitatii pentru probele cu glicerol au avut valori mai ridicate decat aceasta valoare (de la
proba P1a pana la proba P3a, cu valori ale permeabilitéti de 19,918 g mm/kPa zi m? si
respectiv 26,637 g mm/kPa zi m?). Au rezultat cresteri graduale, dar diferentiate, intre probele
pastrate la 8°C si cele pastrate la 22°C.
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Tabelul 3.17. Parametrii de permeabilitate a filmelor bioedibile pe baza de alginat de sodiu prin
metoda cupelor cu sicativ la diferite temperaturi.

Cod t Grosime film, WVTR, WVP,
Proba (°C) (mm) (9/m?zi) (g mm/KPa zi m?)
Ma 8 0,17 12,69 16,188
Mb 22 0,17 16,63 21,205
Pla 8 0,22 12,07 19,918
Plb 22 0,22 20,06 33,101
P2a 8 0,29 11,41 24,832
P2b 22 0,29 17,63 38,344
P3a 8 0,30 11,84 26,637
P3b 22 0,30 17,04 38,348
P4a 8 0,13 11,40 11,115
P4b 22 0,13 16,52 16,113
P5a 8 0,15 11,31 12,726
P5b 22 0,15 15,66 17,627
P6a 8 0,15 12,12 13,641
P6b 22 0,15 12,50 14,061

Valorile WVTR si WVP reprezintd medii+Deviatia Standard, n=3.

in cazul mentinerii filmului in conditii de refrigerare, valorile permeabilitatii au fost mult
mai reduse decat in cazul mentinerii filmului la temperatura mediului ambiental. Pentru probele
P4-P6, unde in compozitia filmului pe baza de alginat a intrat atat glicerolul, cat si acidul oleic
drept plasticizanti, se poate nota o evolutie modesta si mai redusa a valorii permeabilitatii cu
valori ce ating un maxim de 14,061 g mm/kPa zi m?in cazul probei P6b. Comparativ cu proba
martor, aceasta valoare maxima a probei P6b a fost mai redusa cu doua unitati.

Astfel, amestecul glicerol-acid oleic a Tmbunatatit permeabilitatea filmelor bioedibile pe
baza de alginat. Valorile de referinta ale permeabilitatii probelor cu acid oleic si glicerol au fost
pentru proba P4a de 11,115 g mm/kPa zi m? la temperatura de refrigerare si pentru proba P6b
de 14,061 g mm/kPa zi m?la temperatura mediului ambiental. Amestecul celor doua ingrediente
in acest sistem complex a contribuit la limitarea interactiunilor intermoleculare din matricea
structurala a filmelor bioedibile pe bazd de alginat si, astfel, s-a redus/micsorat trecerea
umiditatii prin film.

b. Metoda cupelor umplute cu apa distilata. Vaporii au fost transmisi din interior catre
exterior, interiorul fiind umplut cu apa distilata.

In cazul metodei cupelor cu apa distilata valorile permeabilitatii au variat in mod negativ
n intervalul -90,100 g mm/kPa zi m? si o grosime de 0,30mm si -8,065 g mm/kPa zi m? sio
grosime de 0,15mm (Tabelul 3.18.). Valorile negative ale parametrilor semnifica faptul ca
transferul de vapori s-a realizat din interiorul cupei spre exterior. Pentru probele P1-P3 s-a putut
nota o scadere graduala a valorii permeabilitatii odaté cu cresterea continutului de glicerol din
reteta, dar acest lucru a fost invers proportional cu cresterea grosimii filmului.

Spre deosebire de proba martor M, cu o valoare de referinta de -10,284 g mm/kPa zi m?
la temperatura de refrigerare, doar proba P3c a avut o valoare relativ apropiata de -16,625 g
mm/kPa zi m?, dar aici a intervenit si grosimea probei P3c de 0,30mm, aproape dubla fatd de
proba martor. Pentru martorul Md, cu valoare de referintd de -47,390 g mm/kPa zi m? la
temperatura ambientala, singura proba apropiata ca valoare a fost P1d, de -53,788 g mm/kPa zi
m?, Tn acest caz grosimea filmului si cantitatea de glicerol din compozitie inrautatind parametrii
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de permeabilitate. Pentru probele P4-P6 valorile permeabilitatii s-au imbunatatit semnificativ
datorita combinatiei de glicerol cu acid oleic din compozitia filmului.
Tabelul 3.18. Parametrii de permeabilitate a filmelor bioedibile pe baza de alginat prin metoda
cupelor umplute cu apa distilata la diferite temperaturi.

Cod Temperatura, Grosime film, WVTR, WVP,

Proba (°C) (mm) (g/m?24h) (g mm/kPa zi m?)
Mc 8 0,17 -8,06 -10,284
Md 22 0,17 -37,16 -47,390
Plc 8 0,22 -13,22 -21,811
P1d 22 0,22 -32,59 -53,788
P2c 8 0,29 -13,24 -28,794
P2d 22 0,29 -32,60 -70,929
P3c 8 0,30 -7,39 -16,625
P3d 22 0,30 -40,03 -90,100
P4c 8 0,13 -13,65 -13,314
P4d 22 0,13 -33,64 -32,807
P5c 8 0,15 -15,24 -17,152
P5d 22 0,15 -37,39 -42,074
P6c 8 0,15 -7,17 -8,065
P6d 22 0,15 -36,13 -40,662

Valorile WVTR si WVP reprezintd mediitDeviatia Standard, n=3

Valorile analizate ale permeabilitati nu au depasit in acest caz pragul de -42,074 g
mm/kPa zi m2. Spre deosebire de proba martor Mc la temperatura de refrigerare, o valoare
imbunatatita a permeabilitatii a fost vizibild pentru proba P6c de -8,065 g mm/kPa zi m2. in
acest caz raportul glicerol: acid oleic a fost de 1:1 si grosimea filmului a fost de 0,15 mm,
reprezentdnd o valoare optima pentru datele din tabelul 3.16. Pentru martorul Md la
temperatura ambientala valoarea superioara ca permeabilitate a fost de -32,807 g mm/kPa zi
m?, corespunzand probei P4d, unde raportul glicerol:acid oleic a fost de 0,68:0,68 si grosimea
filmului a fost de 0,13 mm.

3.3.7. Analiza EDS si SEM
a. Analiza EDS cantitativa
Valorile elementelor chimice constituente ale filmului au fost notate in tabelul 3.19. unde
principalele elemente au fost comparate intre probele realizate.
Tabelul 3.19. Compozitia chimica a filmelor bioedibile pe baza de alginat, in procente masice,
pentru probele P1-P4.

Element P1 P2 P3 P4
chimic majoritar  (w/w) (wiw) (wiw) (wiw)

B 33,3615,74 33,67615,56  24,308+4,56 28,10414,51
C 25,218+5,62 15,89+5,32 31,742+8,13 27,674+7,01
Cl 6,428+1,60 24,61442,28  15,752+4,25 16,77+3,98
Na 5,912+0,78 14,132+4,97  4,25645,23 2,42+3,61
0] 17,766+2,27 5,228+2,38 12,924+3,14 11,472+2,78
K 5,622+2,64 0,392+0,19 0,612+0,36  4,624+3,93
Ca 4,994+1,10 4,862+3,32 7,72+3,05 6,758+1,30

Valorile elementelor chimice analizate reprezinta Medii+Deviatia Standard, n=5
Probabilitatea p>0,05, pe randuri pentru n=5.
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Elementul chimic majoritar evident observat in tabelul 3.33. a fost borul pentru toate cele
patru probe luate in analiza, cu valori situate in intervalul 24,30 w/w si 33,67w/w. Elemente
precum Na si Cl au aparut, de asemenea, in proportii considerabile datoritd prezentei lor in
majoritatea ingredientelor adaugate. lonii de Na au fost prezenti in compozitia alginatului de
sodiu legati de gruparea carboxil (-COONa) intre diverse legaturi a-1,4 Glucuronat—-Manuronat.

lonii de Na au fost prezenti si in compozitia carboximetilcelulozei, dar si in preparatul
fermentat pe baza de ceapa si urme in extractul de drojdie. lonii de Ca si Cl au provenit din
CaCl, adaugata pentru reticularea alginatului. Elementul C a fost intalnit Tn majoritatea
hidrocoloizilor folositi ca parte organica a acestora. Valori reduse pentru elemente precum O si
K au fost notate de asemenea in compozitia filmelor analizate. Oxigenul a fost prezent datorita
incorporarii in diversele grupari —OH sau —COO" ca parte componenta a hidrocoloizilor utilizati.

b. Analiza EDS calitativa
Pentru analiza calitativa cu ajutorul razelor X, a fost necesara identificarea energiei
specifice, in KeV, pentru varfurile caracteristice fiecarui element chimic in parte (Figura 3.15.).

Element W% At% {1 Element Wtk At
BE 35.81 58.483 BE 34.01 52.41
CK 2,33 3.4% CE 16.60 23.02
E 0.00 0.00 ME o.00 0.00
0K 0.73 0.81 0K 3.20 3.33
Wak 23.31 18.01 Mak 1.54 1.12
SK 0.25 0.14 Mg E 0.21 0.14
C1E 36.33 18.20 Sik 0.24 0.14
EE 0.61 0.28 FE .22 0.12
Cak 0.64 0.28 SK 0.3z 0.17
C1E 22.13 10.40
EE 19.20 &8.18
PLEDK Cak 2.32 0.97
P2 EDX
K Ca
— e — abial Ly
050 Lon 150 200 250 300 350 4 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00
cPs:1221 DT%24 Lsec05.9 (Cnis24  keVabo0 FS4039 | FT=123 [cPs:439 DT%: 12  |Lsec:100.5 [Cnts:0 keV:13.690

P1 P2

Figura 3.15. Reprezentarea schematica a Spectrului EDS pentru probele P1 si P2.

n cazul probelor P1 si P2 au rezultat valori similare ale elementului B, cu medii de 35%
in probele analizate si, totodata, asemanari in ceea ce priveste valorile elementului Cl punctat la
valoarea de 2,50 KeV, fiind obtinut din CaCl, addugat& pentru reticularea alginatului de sodiu. In
cazul probei P1 valoarea elementului Na a fost specifica pentru o energie de 1 KeV.

Se poate observa ca, in cazul probei P2, datorita aditiei unei cantitati triple de extract de
drojdie cu un continut mineral bogat in potasiu, se poate nota o valoare crescuta a acestuia de
19% in varful energetic din jurul lui 3,4 KeV. Reprezentarile micro-grafice ale probelor P1 si P2
atesta zonele analizate de echipamentul SEM si EDX pentru care s-au obtinut valorile mai sus
mentionate.
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in cazul probelor P3 si P4 analiza EDS callitativa a indicat varfuri comune pentru valorile
elementului chimic Cl in jurul valorii energetice de 2,5 KeV (Figura 3.16.).

al Element  WtX  AtX 1 Element Wtk  Atx
BE  28.39 43.92 BX  31.89 46.35

CK  16.91 23.55 0K 21.78 28.41

HE 0.00 0.00 NE 1.01 1.12

0K 6.36 6.67 0K 8.81 8.62

Na Nak  13.42 5.76 Nak 0.35 0.24
Mgk 0.00 0.00 Mg 0.15 0.10

PE 0.30 0.16 51K 0.07 0.04

SK 0.27 0.14 PK 0.56 0.28

01E 26.76 12.63 5K 0.28 0.14

KE 0.76 0.33 ClX 17.75 7.84

sk 6.61 2.54 K EX 11.52 4.62

5 2

Cak 720 2.23

P4 EDX

1.00 200 3.00 400 5.00 100 200 3.m 4.00 5.00
[cPs:236 DT%11 |Lsec1548 [Cnts:4 keVv-10160 FS:1143 CPS:764 DT%:15 |Lsec:100.2 [Crts:4 kev:10310 [Fs2203 [

P3 P4

Figura 3.16. Reprezentarea schematica a Spectrului EDS pentru probele P3 si P4.

In acest caz s-au putut observa valori similare pentru ambele probe cu varfuri nuantate
pentru elementul chimic B la valori energetice < 1KeV. Diferente semnificative au aparut in
cazul probei P3 pentru varful specific elementului Na, aflat in abundenta in acest caz, la
valoarea energetica de 1 KeV si in cazul probei P4 unde s-a inregistrat un varf semnificativ la
elementul K determinat la o valoare energetica de 3,4 KeV. Acest lucru poate fi tradus prin
diferentele de preparat fermentat pe baza de ceapa si extract de drojdie adaugate in cele doua
probe, Tn dozaje de 0,5 g pentru proba P3 si respectiv 1,5 g pentru proba P4. Aceste doua
extracte bioactive sunt bogate in K si Ca elemente notificate prin varfurile din reprezentarea
schematica EDS. Scanarile cu ajutorul microscopului electronic ale probelor P3 si P4 au fost
realizate pentru a se determina structurile acestor filme pe baza de alginat. Acestea au fost
observate in probele P3 SEM si P4 SEM de mai sus si corespund cu citirile EDS din dreptul
acestora.

Analiza SEM

Proba P1 (Figura 3.17.) a ilustrat o suprafatd a filmului intesatéd de o zona de cristale
mici de sare. Acest lucru poate fi explicat printr-o concentratie mare a elementelor Na si Cl cu
valori de 23,31 w/w si respectiv 36,33 w/w din reprezentarea cantitativd EDS. Restul
elementelor au fost preponderent subunitare cu valori uniforme pentru zona in cauza. in cazul
acestei probe imaginea a fost marita de 2000X. Din cauza abundentei de cristale de pe zona de
analizé nu au putut fi observate fisuri ale filmului si se poate considera faptul ca reticularea
alginatului cu clorura de calciu s-a realizat n totalitate. Dozajul mic al componentelor bioactive
din retetd (extract de drojdie si preparat fermentat pe bazd de ceapa) nu ofera detalii
semnificative pentru analiza SEM.

in cazul probei P2, zona de film analizata a indicat prezenta unor cristale de dimensiuni
mai mari cu valori ridicate pentru elementul C de 16,60 w/w, Cl cu valoarea de 22,13 w/w si K
cu valoarea de 19,20 w/w. Doza ridicatad a extractului de drojdie si preparatului fermentat pe
baza de ceapa din reteta a fost mult mai evidenta aici, Tnregistrandu-se valori mari pentru K,
specifice extractului de drojdie. Filmul a prezentat fisuri la suprafaté ceea ce poate indica fie
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analizarea unei zone foarte subtiri ca grosime a filmului, fie o reticulare incompleta a alginatului
de sodiu.

in cazul probei P3, aceasta a prezentat o suprafata intesata cu o multitudine de cristale
mari cu valori pentru elementele Na si Cl de 13,42 w/w si respectiv 26,76 w/w. Proba nu a
prezentat fisuri la suprafata.

d )/.
.

p EE

Figura 3.17. Reprezentarea SEM a filmelor bioedibile pe baza de alginat. Probele P1-P4.

Imaginea a fost marita de 2000X. Rezultatele au evidentiat faptul ca, similar cu proba
P1, si in acest caz, dozajul redus al componentelor active a facut imposibila detectarea
elementelor specifice la analiza SEM. Tn cazul probei P4, aceasta a prezentat o distributie
uniforma si lipsa fisurilor, deci o imbunatatire a proprietatilor mecanice a filmului. In acest caz
valoarea pentru elementul K a fost de 11,32 w/w, element specific extractului de drojdie.

3.3.8. Analiza FTIR

In figura 3.19, varfurile energetice ale vibratiilor alungite simetrice ale gruparii carboxil
apar n cazul valorii de 1405 cm™. Al doilea varf energetic a fost evidentiat in jurul valorii de
1596 cm™ si a fost asociat cu vibratile alungirii asimetrice a gruparii carboxil (COO") a
alginatului de sodiu. Jaya et al. (2009) si Huang et al. (1999) au descoperit de asemenea benzi
de absorbtie pentru alginatul de sodiu n jurul valorilor de 1320 cm™ (gruparea C-O), 1120 cm™*
(gruparea C-C), 1090 cm™ (gruparea C-O), 1020 cm™ (gruparea C-O-C) si 950 cm™ (gruparea
C-O care a fost atribuita structurii glucidice a alginatului de sodiu). in cazul de fata, varfuri
energetice ale alginatului de sodiu analizate individual au putut fi observate in jurul valorilor de:
1294 cm™* (C-O), 1080 cm? (C-0), 1024 cm* (C-O-C) si 947 cm™ (C-O), care sunt valori
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similare cu cele mai sus mentionate. Spectrele FTIR au fost utilizate pentru a determina raportul

M/G al alginatului de sodiu pentru varfurile de absorbanta caracteristice la 1024 si 1080 cm™.
Raportul mediu de absorbtie (A1024/A1080) pentru alginatul de sodiu a fost 0,94. Acest

rezultat a fost similar cu rezultatele obtinute de Vivian Florian-Algarin si Aldo Acevedo (2010).

Alginat de sodiu
10.3%

- 9.8%
- 9.3%
1294 - 8.8%

1405 - 8.3%

Absorbanta, %

1596 - 7.8%

- 7.3%

1024
6.8%

3000 2500 2000 1500 1000 500 0
Lungimea de unda, cm

Figura 3.19. Spectrul FTIR pentru alginatul de sodiu folosit la obtinerea filmelor
bioedibile analizat ca mono component.

Potrivit Distantina et al. (2011), Tn studiul carrageenanului cu ajutorul spectroscopiei
FTIR a fost remarcata prezenta unei absorbtii de banda foarte puternice in regiunea 1210-1260
cm (datorita gruparii S=O a sulfatilor de ester) si 1010-1080 cm* (atribuit gruparilor glicozidice)
prezente in toate tipurile de carrageenan. Celelalte grupari chimice sunt caracteristice doar
pentru kappa-carrageenan, si anume 3,-6-anhidro-D-galactoza la 928-933 cm™ si D-galactoz-4-
sulfat la 840-850 cm™. Spectrele FTIR pentru kappa-carrageenan prezinta si o banda de
absorbtie in intervalul 840-850 cm™.

n figura 3.20. pot fi identificate benzi puternice specifice pentru 1225 cm™ (gruparea
S=0), 925 cm™ si 1035 cm™ (gruparea C-O) si 842 cm™ (gruparea C-O-S0O4).

K-Carrageenan - 10.2%
- 9.7%
- 9.2%

- 8.7%

Absorbanta, %

1225

- 8.2%
842

925

- 7.7%
1035

7.2%

2500 2000 1500 1000 500 0

Lungimea de unda, cm-!

Figura 3.20. Spectrul FTIR pentru k-carrageenan folosit la obtinerea filmelor bioedibile analizat
ca mono component.

Rezultate similare celor obtinute mai sus au fost notate si de Pereira et al. (2009), care a

cartografiat cu ajutorul spectroscopiei FTIR-ATR aproximativ sase tipuri distincte de
carrageenan in vederea identificarii compozitiei acestora.

35



in figura 3.21. au fost inregistrate benzi reprezentative, cu intensitati si/sau zone
integrate afectate de carboximetilare la valori de 1321 cm™ si 1588 cm, atribuite vibratiilor de
expansiune carbonil (gruparea C-O). Rezultate similare au fost obtinute si de Yuen et al. (2009)
pentru benzi de absorbtie a caror valori au atins varfuri de 1315 cm™ si respectiv 1605 cm™. In
cazul varfurilor inregistrate la valoarea de 1018 cm, acestea pot fi atribuite gruparilor (C-O-H).
10.5%

CMC
- 10.0%

- 9.5%
- 9.0%

1321 . 8.5%

Absorbanta, %

1588 - 8.0%

- 7.5%
1018

7.0%
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Figura 3.21. Spectrul FTIR pentru CMC folosit la obtinerea filmelor bioedibile analizat ca mono
component.

n figura 3.22. au fost reprezentate principalele varfuri caracteristice ale Gumei Konjac
cu valori la 3333 cm™ (gruparea O-H), 2887 cm™ (gruparea C-H), 1621 cm™ (gruparea C=0),
1148 cm™ (gruparea O=0) si 1013 cm™ (gruparea C-O). Rezultate similare au fost obtinute de
Huacai et al. (2006) si Yu et al. (2007), care au studiat in detaliu si relatia dintre zaharurile
componente pentru acest polimer.
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Figura 3.22. Spectrul FTIR pentru Guma Konjac folosita la obtinerea filmelor bioedibile analizat
ca mono component.

in figura 3.23 (M, 1A, 1B, 1C) si figura 3.24. (M, 2A, 2B, 2C) au fost ilustrate benzile de
absorbtie pentru spectrele FTIR in regiunea 950-1200 cm™ ale celor doud retete.

Prezenta legaturilor eterice din polizaharide poate fi verificata prin identificarea unor
benzi de absorbtie intense situate in regiunea fingerprint, adica la lungimi de unda cuprinse
ntre 1000-1200 cm™. S-a putut observa ca spectrele suprapuse au prezentat absorbtii identice
in zona de fingerprint, aceasta dovedind cu certitudine ca probele analizate au confinut
compusi cu structuri de acelasi tip.
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Benzile de absorbtie din jurul valorii de 1050-1080 cm™ au sugerat prezenta unor grupari
C-O, grupari specifice alginatului de sodiu ce reprezintd componenta principala utilizata la
obtinerea acestor filme bioedibile. Datoritd dozajului redus al ingredientelor bioactive
incorporate in matricea filmului, nu au putut fi inregistrate diferente considerabile, clare, care sa

indice prezenta acestor compusi in spectrele FTIR ale filmelor analizate.
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Figura 3.23. Spectrele FT-IR pentru probele filmelor M, 1A,1B si 1C pe baza de alginat cu

ingrediente bioactive incorporate.
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Figura 3.24. Spectrele FT-IR pentru probele filmelor M, 2A, 2B si 2C pe baza de alginat cu
ingrediente bioactive incorporate.

In cazul celor doua seturi de retete ilustrate se pot observa diferente minore referitoare
la aditia de compusi activi pentru fiecare din versiunile prezentate. Acest lucru se datoreaza
cantitatilor mici de acizi organici, substante antimicrobiene, metaboliti si substante antioxidante
prezente pe zona specifica a filmului analizat prin spectroscopie in infrarosu.

Totusi, a putut fi observata o variatie semnificativa fintre filmele din figura 3.23. si cele
din figura 3.24. in ceea ce priveste variatia varfurilor energetice localizate in zona lungimii de
unda specifice gruparilor vibrationale C-O cu valoarea de 1035 cm™ si gruparilor C-C specifice
valorii de 1075 cm™.
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3.3.9. Proiectarea experimentala

in cazul filmelor bioedibile pe baza de alginat se urmareste atingerea unei valori minime
pentru WVP si WVTR pentru a se reduce din permeabilitatea membranei la vapori; astfel, se va
opta pentru varianta “Minimize” pentru Optimizarea acestui raspuns.

Figurile 3.25. si 3.26. ilustreazé o comparatie a interactiunilor dintre doua componente,
inainte si dupa aplicarea optimizarii retetei la valorile permeabilitatii vaporilor de apa selectate.

n cazul interactiunii dintre umiditatea relativa si temperatura s-a putut observa din punct
de vedere al modelului experimental o mentinere a valorii umiditatii relative intre valorile de 50-
55%, dar in modelul optimizat se evidentiaza o modificare semnificativa a componentei grosime
de la valoarea standard de 0,22 mm pana la o valoare recomandata de 0,15 mm. O astfel de
grosime recomandata este specifica in cazul probelor analizate pentru versiunile P5 si respectiv
P6, adica un continut ridicat de glicerol: acid oleic intre 0,9-1,12g; valori ale WVTR ‘intre 11,31-
15,66 g mm/ zi m?si valori ale WVP intre 12,72 si 17,62 g mm/ kPa zi m2.

Pentru graficele interactiunii dintre temperatura si grosimea filmului poate fi mentionat
faptul ca Tn ambele cazuri se poate observa o crestere a permeabilitatii vaporilor de apa odata
cu cresterea temperaturii. Domeniul de temperatura analizat este 8-22°C, iar umiditatea relativa
dupa optimizarea componentelor ajunge la valoarea de 54,26%.

In acest caz, valoarea permeabilitatii vaporilor de apa pentru rezultate optime atinge
valoarea de 12,76 g mm/ kPa zi m2. In cazul interactiunii dintre componentele umiditate relativa
si grosimea filmului se pot observa variatii ale umiditatii relative in functie de grosimea filmului
analizat.Graficul optimizat rezultat in urma proiectarii experimentale cu ajutorul programului
Unscrambler ne-a furnizat o gama de valori recomandate a filmului cu: o grosime de 0,15 mm o
temperatura de 8°C si o umiditate relativa de 54,26%.

Valorile analizate au indicat o valoare semnificativa din punct de vedere experimental
prin aplicarea unui model de predictibilitate care poate fi observat in tabelul 3.20. Astfel, pentru
valori ale lui R? de 0,9680, modelul Quadratic a fost cel sugerat de catre program si poate
reprezenta cel mai bun raspuns pentru experimentul in cauza. O alta valoare interesanta din
punct de vedere statistic a fost valoarea lui P (probabilitatea), ca ipoteza aleasa sa fie corecta
pentru valori ale lui p<0,05. Tn acest caz, valoarea lui p<0,0033, a indicat un experiment statistic
relevant si a carui ipoteza se confirma.

Tabelul 3.20. Reprezentarea modelului de predictibilitate recomandat pentru optimizare

Sumar Tabel Predictibilitate
Sequential Lack of Fit Adjusted Predicted

Source p-value p-value R-Squared R-Squared

Linear <0.0001 0.0175 0.9296 0.9089

2FI 0.0010 0.0884 0.9673 0.9558
Quadratic 0.0033 0.3528 0.9846 0.9680 Suggested
Cubic 0.3528 0.9881 Aliased
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Figura 3.25.
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experimentului inainte
de Optimizare.

Figura 3.26.
Interactiunea
componentelor dupa
Optimizarea WVP la
valoarea minima de
12,76 g mm/kPa zi m2.

RH%: 50-55%

Temperatura: 8-22'C

RH%: 50-55%

Grosime: 0,225 mm----0,15 mm

RH%: 52,5%----54,26%

Temperatura: 15 °C----8 C

39



Experimental, conform tabelului 3.21., se poate atinge un factor de Dezirabilitate Tn jurul
valorii de 0,972 ceea ce indica o valoare cu o probabilitate mare pentru a valida ipoteza
analizata.

Tabelul 3.21. Graficul Desirabilitatii optime alease de program pentru imbunatatirea
permeabilitatii filmelor pe baza de alginat de sodiu.

Solutii
Nr.  Grosime t RH WVP WVTR Dezirabilitate w/o
(mm) (°C) (%) (g mm/kPazi m?)  (g/m?zi) (<1) Interval
1 0.150 8.000 54.279 12.265 11.071 0.972 1.000 Selected
2 0.150 8.000 54.303 12.260 11.060 0.972 1.000
3 0.150 8.001 54.254 12.271 11.083 0.972 1.000

Figura 3.27.a. ilustreaza grafic atingerea acestei valori, in care Dezirabilitatea a fost
factorul principal analizat, avand ca factori complementari temperatura si umiditatea relativa
recomandata pentru mentinerea filmului. Raportul dintre cauzalitate si corelatie poate fi
identificat printr-o conexiune directd intre Dezirabilitate ca parametru analizat si ceilalti doi
factori, in sensul ca, odata cu cresterea valorii temperaturii, se poate observa o scadere a valorii
Dezirabilitatii (de exemplu pentru t=16°C avem o valoare D=0,75). Acelasi lucru este valabil si in
cazul umiditatii relative care, odata ajunsa la valoarea de RH=52%, va influenta valoarea
D=0,78. Astfel, valorile temperaturii si umiditatii relative au avut un efect direct asupra
dezirabilitatii si totodata asupra permeabilitatii filmului analizat.

in cazul permeabilitatii vaporilor de apa, in Fig. 3.27.b. poate fi observatid o valoare
prezisa a acesteia de 12,267 g mm/kPa zi m? ca si optimizare realizatd. Grosimea filmului in
acest caz a fost de 0,15 mm, iar parametrii temperatura si umiditate relativd au fost direct
dependenti de valorile WVP. Astfel, valoarea permeabilitatii creste direct proportional cu
valoarea temperaturii (de exemplu, dacé se atinge t=16°C, atunci WVP=18 g mm/kPa zi m?). In
cazul umiditatii relative a aerului, dacd RH=51%, atunci WVP= 17 g mm/kPa zi m?. Se poate
concluziona faptul ca temperatura, umiditatea relativa si grosimea filmului au o influentd majora
asupra permeabilitatii filmelor pe baza de alginat de sodiu.

In cazul WVTR (Fig. 3.27.c.), o valoare predictibila se regaseste in jurul valorii de 11,06
g mm/kPa. Similar cu WVP, pentru WVTR poate fi identificatd o corelatie directa intre
temperatura, grosimea filmului si umiditatea relativa. Astfel, odata cu cresterea valorilor acestor
parametri se poate identifica o crestere imediata a valorilor pentru WVTR.

Conform predictiilor oferite de modelul experimental cea mai apropiata versiune ce poate fi usor
optimizata catre ipoteza ideala poate fi data de proba P5a cu parametrii prezentati in tabelul
3.22.

Tabelul 3.22. Proba filmului bioedibil pe baza de alginat sugerata drept ideala prin modelare
experimentala

Cod Glicerol:Ac. Oleic t Grosime film, WVTR, WVP,
Proba (g) (°C)  (mm) (9/m?zi) (g mm/kPa zi m?)
P5a 0,9:0,9 8 0,15 11,31 12,72
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3.4. Concluzii partiale pivind studiul filmelor bioedibile pe baza de alginat

- Formula optima, din punct de vedere al comportamentului reologic, cu proprietati
elastice si o rezistenta sporita a fost stabilita de formula: 5% AL, 0,5% CMC si 0,5% KG si
poate servi drept matrice suport pentru diferitele ingrediente bioactive ce vor fi incorporate
in formula finala.

- Capacitatea antioxidanta a elementelor active incorporabile ca: extract de drojdie si
preparat fermentat pe baza de ceapa a putut fi determinata si a inregistrat valori similare cu
cele din alte studii de referinta.

- Analiza microbiologica a filmelor pe baza de alginat a aratat faptul ca, atat in cazul
determinarilor efectuate pentru ingredientele bioactive individual, cat si in cazul
determinarilor realizate pentru filmele pe baza de alginat ce inglobeaza aceste ingrediente,
rezultatele au avut valori mai mari de 108 ufc/g dupa intervalul de timp stabilit. Tn cazul
ingredientelor bioactive individuale, proba P2 (Bacillus subtilis CUl+ extract de drojdie) a
avut o valoare de 4,15x108 ufc/g care reprezintd un rezultat de luat in considerare pe
parcursul celor 8 zile de studiu. Tn cazul filmelor pe baz& de alginat cu ingrediente bioactive
incorporate se poate mentiona formula 2, adica AL + CMC + RC + KG si amestecul de
(Bacillus subtilis CU1+ extract de drojdie + preparat fermentat pe baza de ceapa), care
reprezinta varianta cu cel mai mare rezultat din punct de vedere al viabilitatii
microorganismului, atingandu-se un numar de 1,8x10° ufc/g la sfarsitul studiului.

-In cazul Metodei cupelor umplute cu sicativ, experimentul a aratat faptul cd WVP a avut
cele mai bune valori localizate n intervalul 11,11 g mm/kPa zi m? si 12,72 g mm/kPa zi m?,
adica la grosimi situate intre 0,13-0,15 mm si respectiv temperatura de 8°C, la care raportul
intre plasticizantii glicerol: acid oleic adaugati in compozitia filmului a fost de 1:1. Astfel,
filmele realizate din amestecul hidrocoloizilor reprezentati de proba P4a si respectiv P5a,
au fost filmele optime pentru acoperirea si protectia impotriva vaporilor de apa a unui
produs alimentar.

-In cazul Metodei cupelor umplute cu apa distilatd, WVP a avut cele mai bune valori
localizate Tn intervalul -8,06 g mm/kPa zi m? si -13,31 g mm/kPa zi m? adica la grosimi
situate Tn jurul valorii de 0,13mm si 0,15 mm si temperatura de 8°C.

-Analiza EDS-SEM calitativa si cantitativa poate ilustra grafic suprafetele celor patru probe
analizate urmarind totodata linearitatea si structura uniforma sau neregulatd a filmelor in
cauza. Astfel, pentru proba P1 suprafata filmului a fost plina de cristale mici uniform
distribuite, fara fisuri la suprafata filmului. Proba P2 a prezentat o suprafata neregulata cu
cristale mici si mari deopotriva, dar filmul a prezentat fisuri/crapaturi la nivelul inferior.
Probele P3 si P4 au prezentat suprafete neregulate cu cristale de dimensiuni diferite fara
fisuri la nivelul filmului.

- Analiza FTIR a sugerat faptul ca straturile de alginat de sodiu, reprezentand materialul
cel mai abundent din reteta, stabileste interactiuni sinergice cu ceilalti hidrocoloizi adaugati,
obtinandu-se astfel o matrice optima pentru componentele active.

- Proiectarea experimentald. Optimizarea compozitiei amestecului filmului bioedibil a fost
realizata cu ajutorul unui model experimental care a ajutat in acordarea fina a unor
parametri cheie in ceea ce priveste componentele analizate si raspunsurile acestora.
Conform predictiilor oferite de modelul experimental se poate spune ca cea mai apropiata
versiune usor optimizabila catre ipoteza ideala este oferita de proba P5a cu parametrii:
raportul glicerol:acid oleic de 0,9:0,9, temperatura optima de 8°C, grosimea filmului de 0,15
mm, WVTR = 11,31 g/ zi m? si WVP = 12,72 g mm/kPa zi m?.



IV. Obtinerea experimentala a unui baton vegetal umplut in membrana de alginat cu
ingrediente bioactive incorporate

4.1. Introducere

Acest capitol include obtinerea si aplicarea filmului functional bioedibil pe suprafata unor
matrici alimentare complexe de tip baton vegetal. in aceastd parte a tezei au fost realizate
analize microbiologice pentru doua matrici: un baton vegetal ambalat in membrana de
colagen/poliamidica si batonul vegetal ambalat in filmul bioedibil functional. Analiza fizico-
chimica a ambelor produse a fost realizata in paralel cu ajutorul aparaturii de laborator.

in tabelul 4.3. a fost prezentata formula de obtinere pentru un baton vegetal cu un aport
echilibrat de proteine, fibre, lipide si substante nutritive conceput ca o alternativa benefica la
traditionalele produse de origine animala.

Tabelul 4.3. Formula de obtinere a unui baton vegetal in membrana de alginat de

sodiu. Ingrediente n procente masice, %.

Apa 58,00 %
Ulei floarea soarelui 13,00 %
Faina de naut (23% proteina) 10,00 %
Faina de in (40% proteina) 9,80 %
Amestec functional (proteina de mazare si carrageenan rafinat) 4,00 %
Conservant (preparat fermentat pe baza de ceapa, standardizat) 3,00 %
Sare alimentara 1,50 %
Amestec condimente (piper, paprica dulce, pudra sfecla rosie) 0,70 %
Antioxidant (extract de ceai verde, standardizat) 0,03 %
Total 100,00 %

4.4. Materiale si metode
4.4.1. Materiale

In experimentéri s-au folosit urmétoarele materiale cu codificarile aferente: fiina proteica
de naut (23% proteina), producator Naturis, ltalia; faina proteica de in (40% proteind),
producator Food Solutions Team, Elvetia; ulei de floarea soarelui, producator Argus, Constanta,
Romania; mix de condimente (piper, parprica dulce, pudra de sfecla rosie), producator Harke
Group, Germania; amestec functional personalizat (proteina de mazare si carrageenan rafinat),
producatori: AGT Foods, Canada si respectiv Danisco, Danemarca; conservant (preparat
fermentat pe baza de ceapa), denumire comerciala: SLR100, producator: Fi&S, Olanda;
antioxidant (extract de ceai verde), producator: Danisco, Danemarca; [CMC] —sodium
carboximetilceluloza, producator Ashland, SUA; [AL] -Alginat de sodiu, producator Caldic
Ingredients, Rotterdam, Olanda; [RC] -Carrageenan Rafinat, producator BLG-Brilliant Gum,
Shanghai, China; [KG] -Konjac mannan, producator Food Ingredients & Solutions, Olanda;
Mediu de cultura selectat Luria Bertani Agar, Miller, producator Compania Titan Biotech Ltd.,
Rajasthan, India; [ED] —Extract de drojdie, producator Compania BioSpringer, Maison Allfort,
Franta; [PFC] —Preparat fermentat pe baza de ceapa, producator Compania Fi&S, Olanda;
Glicerol si Acid Oleic au fost utilizati ca plasticizanti, producator Sigma Aldrich, Germania; CaCl
folosita ca agent de reticulare a fost furnizata de Compania Sigma Aldrich.
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Investigatiile au urmarit:
- Determinarea culorii, ph-ului si tartinabilitatii pentru un baton vegetal in membrana de
alginat
- Analiza microbiologica comparativa pentru un baton vegetal in membrana de alginat si
colagen
- Analiza senzoriala pentru cele doua tipuri de batoane vegetale
- Analiza SWOT

4.5. Rezultate si discutii
4.5.2. Caracterizarea fizico-chimica

Efectul adaosului fainii de naut si fainii de in, precum si invelisul de tip membrana
colagenica din alginat de sodiu cu ingrediente bioactive incorporate a dus la obtinerea unui
baton vegetal tip Frankfurter cu proprietati fizico-chimice diferite fatd de un produs similar din
carne de porc, vita sau peste. n tabelul 4.6. este prezentata compozitia chimica a celor doua
fainuri proteice vegetale.

Tabelul 4.6. Compozitia chimica a fainurilor proteice de naut si in utilizate conform fiselor
tehnice din Anexa 6

Faina de naut 91,4 3 7 22 58 11
Faina de in 92 51 8,8 40,3 37,7 33,8

Ambele sortimente de fainuri au prezentat un continut proteic ridicat precum si un
continut de fibre totale peste valorile medii. Astfel, daca in cazul fainii proteice de naut,
continutul proteic ajunge la valoarea de 22%, in cazul fainii proteice de in continutul proteic
ajunge la o valoare aproape dubld de 40,3%. in cazul continutului total de fibre pentru fiina
proteica de naut valoarea minima a fost de 11% spre deosebire de valoarea fainii proteice din in
care a ajuns la 33,8%. Pentru ambele sortimente de fainuri proteice se pot observa valori relativ
reduse ale continutului de lipide Tn intervalul 7-9%. Totusi, semintele, fainurile si proteinele de in
au un continut de ingrediente alimentare functionale importante datorita continutului lor bogat de
acid a-linolenic (ALA, acid gras omega-3), lignani si fibre.

Determinarea culorii

In tabelul 4.7. au fost redate valorile parametrilor de identificare a produsului baton
vegetal tip Frankfurter in membrana de alginat si membrana de colagen. Incorporarea
ingredientelor bioactive in membrana pe bazd de alginat a avut un rezultat nesemnificativ
(p>0,05) modificari de luminozitate, culoare rosie si culoare galbena.

Tabelul 4.7. Valorile unor parametri precum culoare, tartinabilitate, pH si substanta uscata
pentru batonul vegetal tip Frankfurter

L* a* b*
Alginat 64,7+0,010 6,050,025 27,72+0,035 63,09+0,070 6,20+0,140 45,19
Colagen 62,5+0,035 6,87+0,015 28,27+0,055 79,43+0,071 6,24+0,014 52,37

Valorile prezintd medii + Deviatia Standard, n=2, (p>0,05)
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in cazul culorii galben pentru valorile lui b*, membrana din colagen a prezentat o nuanta
usor mai pronuntata cu o valoare de 28,27, spre deosebire de membrana din alginat cu o
valoare de 27,72. Aceasta usoara diferentd de culoare reiese si din Figura 4.2. (c si d) care
prezintd imaginea detaliatéd a celor doua sortimente de membrane folosite pe o compozitie din
carne si una vegetala.

HEARRANA
COLAGE N

ALEINAT

Coanet Verod
HPRANG
COL#GER

VIE KPRAVA
ALGIMAT

c d
Figura 4.2. Frankfurter din carne de porc in membrana din alginat de sodiu si colagen (a si b);
Baton vegetal tip Frankfurter in membrana din alginat de sodiu si colagen (c si d).

Culoarea galbuie si laptoasd a membranelor pe baza de alginat de sodiu cu ingrediente
bioactive incorporate nu a influentat, in cazul unui baton vegetal, culoarea produsului finit, spre
deosebire de utilizarea unuei membrane colagenice normale. Acest lucru se datoreaza si
compozitiei vegetale a batoanelor care mascheaza intr-o oarecare masura calitatea si culoarea
membranelor utilizate.

Determinarea tartinabilitatii

Rezultatele obtinute in urma analizei profilului de textura pentru batoanele vegetale
obtinute au fost prezentate in tabelul 4.7.. Din valorile Tnregistrate pentru tartinabilitatea
exprimata ca “prag de curgere”, putem observa ca aceasta a scazut semnificativ (p<0,05),
odata cu substituirea membranelor din colagen cu cele pe baza de alginat de sodiu. Acest lucru
se datoreaza grosimii reduse si permeabilitatii vaporilor de apa mari a membranelor pe baza de
alginat de sodiu. Acelasi comportament WVP a fost observat pentru filmele comestibile pe baza
de polizaharide Tn studiul odata cu cresterea grosimii datorita naturii neliniare a izotermelor de
sorbtie. Permeabilitatea vaporilor de apa este un proces dinamic. Vaporii de apa petrec mai
mult timp Tn filme groase provocand la o abordare mai atenta a valorii umiditatii de echilibru.
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in figura 4.3. se observa faptul ca tartinabilitatea, exprimata in Pascali, pastreaza o
anumita constanta pana la o deformare de 40 Pa.
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Figura 4.3. Tartinabilitatea exprimata ca "prag de curgere” pentru batonul vegetal in
membrana de colagen.

Dupa valoarea de 40 Pa, s-a observat o reducere a modulului elastic G’. Modulul vascos
G” a ramas aproximativ constant ca evolutie pe tot domeniul de liniaritate. In urma testului de
tartinabilitate s-a stabilit forta oscilatorie critica pe domeniul de vascoelasticitate.
in figura 4.4. tartinabilitatea atinge o valoare maxima de 63,09 Pa la sfarsitul domeniului de
liniaritate.
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Figura 4.4. Tartinabilitatea exprimata ca "prag de curgere” pentru batonul vegetal in
membrana de alginat de sodiu cu ingrediente bioactive incorporate.

Atat modulul elastic, cat si modulul vascos au fost constante pe tot parcursul testului
inregistrand valori mai reduse fata de batonul vegetal in membrana de colagen.

Determinarea pH-ului

Din valorile Tnregistrate pentru determinarea pH-ului (tabelul 4.7), putem observa ca
acesta a scazut nesemnificativ (p>0,05), odata cu modificarea tipului de membrana pentru
produsul vegetal tartinabil. De regula membranele din alginat de sodiu sau alti polimeri inclusi in
matricea produsului inregistreaza valori mai reduse ale pH-ului, datoritéd substantelor utilizate la
obtinerea acestor sortimente de membrane.
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4.5.3. Analiza microbiologica comparativa pentru un baton vegetal in membrana de
alginat si membrana de colagen.

Rezultatele analizelor microbiologice ale celor doua sortimente de baton vegetal umplut
in membrane de alginat si baton vegetal umplut in membrana de colagen au fost prezentate in
figura 4.5. (pentru drojdii si mucegaiuri) si figura 4.6. (pentru bacterii aerobe mezofile). In prima
parte a intervalului de analiza, pana in ziua 5, batonul ambalat in membrana de alginat a
prezentat o valoare mai mare a ufc/ml, comparativ cu batonul ambalat in membrana de
colagen. Proba CVB a avut un numar de 4x102 ufc/ml spre deosebire de proba CVC cu un
numar de 1,8x102 ufc/ml. Dupa ziua 5 de analiza numarul de ufc/ml a fost mai mare pentru CVC
decat pentru CVB pe tot restul intervalului. Tindnd cont de faptul c& membrana activa pe baza
de alginat a avut in compozitie extract de drojdie cu rol antioxidant si preparat fermentat pe
baza de ceapa cu rol de conservant, acest lucru poate fi explicat prin prisma compusilor
organici activi prezenti in membrana de alginat, compusi ce inhiba dezvoltarea de drojdii si
mucegaiuri nedorite. Cu toate ca dozajul initial al acestor ingrediente a avut o valoare mica
raportat la masa de gel aplicata pentru formarea membranei de alginat, acesta prezinta
eficienta sporita pentru acest gen de aplicatie.
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Figura 4.5. Determinarea numarului de drojdii si mucegaiuri pentru batonul vegetal in
membrana de alginat si membrana de colagen intr-un interval de 15 zile.

Conform Mathenjwa et. al. (2012), standardul acceptabil de calitate microbiana totala
pentru carnati proaspeti din carne este de 10° ufc/ml, iar pentru poduse vegetale in membrana
artificiala de 10°® ufc/g. S-au inregistrat unele diferente de ordin zecimal in ziua a 7-a (4x10?
ufc/ml pentru CVB si 1,0x10° ufc/ml pentru CVC), ziua a 10-a (4x10? ufc/ml pentru CVB si
1,2x10° ufc/ml pentru CVC) si in ziua a 15-a (9,4x10? ufc/ml pentru CVB si respectiv 1,4x103
ufc/ml pentru CVC), diferente ce au continuat pana in ziua 17 a analizei.

Determinarea bacteriilor aerobe mezofile a fost ilustrata in Figura 4.6. pentru ambele
produse ambalate Tn membranad de alginat si membrana de colagen. Aici s-a inregistrat o
diferenta clara a valorii reduse de bacterii ufc/ml pentru produsul ambalat in membrana de
alginat. S-au inregistrat unele diferente de ordin zecimal in ziua a 4-a (5,0x10? ufc/ml pentru
CVB si 1,5%10° ufc/ml pentru CVC) si in ziua a 7-a (2,0x103 ufc/ml pentru CVB si 1,5%10* ufc/ml
pentru CVC). Dupa aceasta referinta situatia a continuat in acelasi mod pana in ziua a 15-a cu
valori (1,7x10* ufc/ml atat pentru CVB, cat si pentru CVC).
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Figura 4.6. Determinarea numarului de bacterii aerobe mezofile pentru baton vegetal
umplut in membrand de alginat si membrana de colagen intr-un interval de 15 zile.

Raportat la standardele microbiologice pentru astfel de produse vegetale (SR EN I1SO
2293:1988 si SR EN I1SO 21527-1:2008) putem constata ca variantele originale proiectate in
acest studiu sunt conforme din punct de vedere microbiologic, au o perioada de valabilitate
destul de mare, chiar si dupa 15 de zile de conservare prin refrigerare, microbiota bacteriana
fiind sub 5x10* ufc/ml. In plus, se constata absenta coliformilor pe toata durata analizei.

4.5.4. Analiza senzoriala- Testul scalar

Rezultatele analizei senzoriale au fost prezentate in figura 4.7., degustarea probelor
avand loc la jumatatea termenului de valabilitate al ambelor produse care au fost pastrate in
conditii de refrigerare. Esantioanele CVB au prezentat o structura mai omogena si mai uniforma
a pastei spre deosebire de esantioanele CVC. La suprafatd, membrana ambelor produse a fost
neteda, intinsa si fara incretituri. Culoarea si gustul au fost evaluate cu un scor mai scazut
pentru probele CVC decéat CVB. Totusi, in sectiune culoarea a fost specificd materiei prime din
care au fost obtinute produsele, in cazul CVB usor mai rozalie datorita adaosului de paprica din
compozitie.

Gustul a fost specific materiei prime folosite (in acest caz naut si in) si potrivit ca nuanta
de sarat si condimentat. Atat esantioanele CVB, cét si esantioanele CVC au prezentat o
uniformitate constanta a pastei pe toata lungimea batonului. Un scor mai bun de 5,37 puncte a
fost obtinut de probele CVC pentru atributul compactitate, acestea fiind mult mai bine
inchegate, dense, fara particule libere fatd de proba CVB cu un punctaj de 3,62, lucru ce poate
fi asociat si cu o tartinabilitate mai scazuta a acestei probe. Mirosul a fost specific de produs
vegetal tratat termic pentru ambele probe datorita procesului tehnologic de pasteurizare la care
acestea au fost supuse.

Observatiile echipei de degustatori au indicat diferente semnificative in ceea ce priveste
atributele de aftertaste si respectiv gust de ingrediente straine. Astfel, proba CVC a prezentat
un gust remanent de soia, amar cu nuante de lapte si ou resimtite in timpul mestecarii probei.
La polul opus, probei CVB i-a fost asociat un gust remanent vegetal cu nuante de paprica si
condimente resimtite in timpul mestecarii probei.
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Figura 4.7. Atributele senzoriale medii ale probelor codificate CVC (baton vegetal cu
membrana de colagen) si CVB (baton vegetal cu membrana de alginat)

In figura 4.8. a fost reprezentatd impresia generald a echipei de degustatori printr-un
punctaj generalizat al tuturor atributelor senzoriale pentru probele CVC si CVB. Ca scor total,
proba CVB a inregistrat un punctaj mediu de 5,52 si o valoare uniforma superioara pentru 9
atribute senzoriale spre deosebire de proba din comert, CVC, care a inregistrat un punctaj
mediu de 4,77 si o valoare superioara pentru doar doua atribute senzoriale.
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Figura 4.8. Impresia generala a echipei de degustatori pentru probele CVC si CVB.
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4.5.5. Analiza SWOT a batonului vegetal in membrana de alginat de sodiu

a. Puncte Tari
Eficienta si control a materiei prime vegetale utilizate atat pentru obtinerea compozitiei
produsului, cat si pentru obtinerea membranei vegetale,
Obtinerea unui produs vegetal tip Frankfurter cu caracteristici organoleptice si senzoriale
similare celor din carne,
Ambalare in tavite din plastic sub atmosfera modificata care permit o perioada mai lunga
de valabilitate, transport si manipulare facila,
Costuri reduse si calitate constantd a membranelor pe baza de alginat spre deosebire de
membranele naturale.

b. Puncte Slabe
Utilajele necesare formarii membranelor pe baza de alginat au costuri mari si greu de
amortizat (Doua masini de umplut sincronizate intre ele de la Vemag sau Handmann),
Necesitatea unei atentii sporite la setarile masinilor de umplut/format pentru gelul de
hidrocoloizi necesar la obtinerea acestor membrane.

c. Oportunitati
Produse noi/inovatoare care urmaresc o anumitd nisd de consumatori interesati de
produse exclusiv vegetale,
Versatilitate in productie, aceste membrane fiind utilizate atat pentru Crenvursti, cat si
pentru salamuri crud uscate sau produse vegetale diverse,
Produse momentan neexploatate la adevaratul potential.

d. Amenintari
Prezenta aditivilor pe eticheta produsului (alginatul de sodiu este etichetat ca numar E
conform legislatiei Europene in vigoare),
Reticenta consumatorilor la tipul de membrane vegetale.

4.6. Concluzii partiale

Datoritd compozitiei pe baza de proteine vegetale utilizate, modificarile de culoare au fost
nesemnificative (p>0,05) pentru membranele pe baza de alginat de sodiu si membranele
pe baza de colagen.

in ceea ce priveste tartinabilitatea produselor, exprimata ca "prag de curgere”, s-au obtinut
diferente statistic semnificative (p<0,05), datorita grosimii si permeabilitatii vaporilor de apa
diferite Tnregistrate intre probele analizate. Astfel, tartinabilitatea pentru produsul vegetal in
membrana de colagen atinge o valoare maxima de 79,43 Pa, spre deosebire de
tartinabilitatea produsului vegetal in membrana de alginat ce atinge o tartinabiltate de doar
63,05 Pa (tabelul 4.7.), fiind mai moale, mai neconsistent decat proba in membrana de
colagen.

Diferenta de pH intre probele analizate releva o valoare statistica nesemnificativa (p>0,05)
intre cele doua produse.

In cazul analizei microbiologice pentru determinarea drojdiilor si mucegaiurilor, in cazul
ambelor tipuri de membrane s-au Tnregistrat unele diferente de ordin zecimal in ziua a 7-a
(4x10? ufc/ml pentru probele CVB si 1,0x10° ufc/ml pentru probele CVC), ziua a 10-a
(4,0x10? ufc/ml pentru CVB si 1,2x10° ufc/ml pentru CVC) si in ziua a 15-a (9,4x10? ufc/ml
pentru CVB si respectiv 1,4x10° ufc/ml pentru CVC). In cazul analizei microbiologice pentru
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determinarea bacteriilor aerobe mezofile s-au inregistrat unele diferente de ordin zecimal in
ziua a 4-a (5,0x10? ufc/ml pentru CVB si 1,5x10° ufc/ml pentru CVC) si in ziua a 7-a
(2,0x10° ufc/ml pentru CVB si 1,5x10* ufc/ml pentru CVC). Dupa aceasta referintd, situatia
a continuat Tn aceasi tendinta pana in ziua a 15-a (1,7x10* ufc/ml atat pentru CVB, cat si
pentru CVC). Tn plus, nu a fost observat un impact nedorit asupra factorilor de calitate ai
produselor vegetale la sfarsitul celor 15 zile de valabilitate.

Senzorial, impresia generala a echipei de degustatori a notat printr-un punctaj generalizat
un scor total pentru proba CVB de 5,52 puncte si o valoare uniforma superioara pentru 9
atribute senzoriale (omogenitate, culoare, uniformitate, gust, aroma, mestecare, rotunjime
gust, gust remanent, gust produs strain). Pentru proba CVC s-a inregistrat un scor total
de 4,77 puncte si o valoare superioara pentru doar doud atribute senzoriale (compactitate
Si miros).

Analiza SWOT a concluzionat o serie de avantaje si dezavantaje specifice produselor
vegetale in membrand de alginat de sodiu.
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V. Concluzii generale, perspective si contributii personale

Concluzii generale

Cercetarile efectuate in cadrul tezei de doctorat au vizat obtinerea unui film bioedibil cu
ingrediente bioactive incorporate. Tn experiment au fost selectati patru hidrocoloizi, respectiv
alginat de sodiu, carboximetil celuloza, carrageenan si guma Konjac.

o Caracterizarea reologica a fiecarui hidrocoloid luat in studiu, in vederea stabilirii
compozitiei optime a filmului a scos in evidenta urmatoarele aspecte:
- Din punct de vedere reologic amestecul optim de hidrocoloizi pentru obtinerea unui film
bioedibil functional este reprezentat de combinatia intre alginatul de sodiu, carboximetil
celuloza si guma Konjac. Un astfel de film bioedibil functional asigura rezistenta mecanica
sporita, o valoare redusa a permeabilitatii vaporilor de apa, grosime si culoare uniforma si
totodata reprezinta o matrice suport ideala pentru incorporarea elementelor bioactive precum
extractul de drojdie, preparatul fermentat pe baza de ceapa si tulpina probiotica de Bacillus
subtilis CU1.
o in vederea formularii retetei pentru obtinerea filmelor bioedibile cu ingrediente bioactive
incorporate au fost analizate mai multe combinatii ale hidrocoloizilor selectati in studiu,
respectiv. AL+CMC, AL+CMC+KG, AL+CMC+RC+KG, la care s-au adaugat ingredientele
bioactive preparat fermentat pe baza de ceapa, extract de drojdie si o tulpind probiotica de
Bacillus subtilis CU1.
o) Viabilitatea si aplicabilitatea tulpinii de B. subtilis CU1 (CNCM [-2745), un probiotic
destinat pentru consum uman (Anexa 2-Food grade certificate. Probisis BS), a fost evaluata
prin efectuarea unor serii de teste/analize microbiologice ce presupun Tncorporarea acestei
tulpini in matricea filmelor bioedibile functionale.
o Analiza microbiologica a filmelor pe baza de alginat a aratat faptul ca, atat in cazul
determinarilor efectuate pentru ingredientele active individual, cat si in cazul determinarilor
realizate pentru filmele pe baza de alginat care inglobeaza aceste ingrediente bioactive,
viabilitatea culturii de B. subtilis CU1 au avut valori mai mari de 108 ufc/g dupa intervalul de timp
stabilit. In cazul ingredientelor bioactive individuale, proba P2 (Bacillus subtilis CU1 + extract de
drojdie) a avut o viabilitate de 4,15x108 ufc/g, ceea ce reprezintd un rezultat de luat in
considerare pe parcursul celor 8 zile de studiu.
o In cazul filmelor pe baza de alginat cu ingrediente bioactive incorporate se remarca
formula 2, adica AL+CMC+RC+KG si amestecul de (Bacillus subtilis CU1 + extract de drojdie +
preparat fermentat pe baza de ceapa), care reprezinta varianta cu cel mai bun rezultat din punct
de vedere al viabilitatii microorganismului, atingandu-se un numar de 1,8x10° ufc/g la sfarsitul
studiului.
o Experimentele efectuate pentru determinarea caracteristicilor reologice, a culorii,
grosimii, permeabilitatii vaporilor de apa pentru filmele pe baza de alginat de sodiu:

- Caracteristicile reologice ale filmelor obtinute utilizand amestecurile AL+CMC si
AL+CMC+KG au fost comparabile, ca o consecinta a utilizarii de amestecuri similare de
hidrocoloizi in formula de obtinere a filmelor. Filmul compozit obtinut a prezentat proprietati
elastice notabile si o rezistentd sporitd. Formula optima, din punct de vedere al
comportamentului reologic, are la baza urmatoarea formuld: 5%AL+0,5%CMC+0,5%KG si
poate deservi drept matrice suport pentru diferitele ingrediente bioactive care vor fi incorporate
n formula finala.

- in cazul analizei de determinare a culorii si grosimii filmelor pe baza de alginat de sodiu
adaosul unei cantitati mari de acid oleic, extract de drojdie si preparat fermentat pe baza de
ceapa a determinat o modificare a culorii de la galben deschis la alb-galbui pentru probele 2A
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(ac. oleic 0,925g, glicerol 0,925g, PFC 1g si ED 1g) si 2B (ac. oleic 1,025g, glicerol 1,025g, PFC
1,259 si ED 1,259), la care valoarea lui a* scade de la -1,58 la -1,60 iar grosimea celor doua
filme se incadreaza in jurul valorii de 0,13 mm. Pentru filmele in care s-au adaugat doar
glicerol, extract de drojdie si preparat fermentat pe baza de ceapa, culoarea s-a intensificat spre
galben inchis odata cu cresterea graduala a dozajului de substante bioactive.

- WVP si WVTR pentru filmele bioedibile pe baza de alginat de sodiu au fost evaluate in
functie de concentratia solutiei, grosimea filmelor si tipul de plasticizant adaugat pentru
imbunatatirea proprietatilor acestor filme. In cazul Metodei cupelor cu sicativ, experimentul a
aratat faptul cd WVP a avut cele mai bune valori localizate n intervalul 11,11 g mm/kPa zi m? si
12,72 g mm/kPa zi m?, adica la grosimi situate intre 0,13-0,15 mm si temperatura de 8°C, la
care raportul intre plasticizantii glicerol: acid oleic adaugati in compozitia filmului a fost de 1:1.
Astfel, filmele realizate din amestecul hidrocoloizilor reprezentati de proba P4a si respectiv P5a
au fost filmele optime pentru acoperirea si protectia impotriva vaporilor de apa a unui produs
alimentar. Tn cazul Metodei cupelor cu apa distilatd, WVP a avut cele mai bune valori localizate
n intervalul -8,06 g mm/kPa zi m? si -13,31 g mm/kPa zi m?, adica la grosimi situate in jurul
valorii de 0,13mm si 0,15 mm si temperatura de 8°C.

- Analiza experimentala. Optimizarea compozitiei amestecului filmului bioedibil a fost
realizata cu ajutorul unui model experimental, care a ajutat in acordarea fina a unor parametri
cheie in ceea ce priveste componentele analizate si raspunsurile acestora. Proiectarea
experimentala a permis analiza interactiunilor dintre toate componentele, respectand proportiile
si proprietatile dorite ale materialului, astfel incat formularea unei retete sa fie imbunatatita
inainte de testele preliminare, elimindnd cat mai mult eroarea. Conform predictiilor oferite de
modelul experimental se poate spune ca cea mai apropiata versiune, usor optimizabila catre
ipoteza ideala, este oferita de proba P5a cu parametrii: raportul glicerol: acid oleic de 0,9:0,9,
temperatura optima de 8°C, grosimea filmului de 0,15 mm, WVTR = 11,31 g / zi m? si WVP =
12,72 g mm/kPa zi m2.

o In cazul analizei microbiologice pentru determinarea drojdiilor si mucegaiurilor pentru
ambele tipuri de membrane s-au inregistrat unele diferente de ordin zecimal; in ziua a 7-a 4x10?
ufc/ml pentru probele CVB (baton vegetal in membrana de alginat) si 1,0x10°% ufc/ml pentru
probele CVC (baton vegetal in membrana de colagen), ziua a 10-a (4x10? ufc/ml pentru CVB si
1,2x10?* ufc/ml pentru CVC) si in ziua a 15-a (9,4x10? ufc/ml pentru CVB si respectiv 1,4x103
ufc/ml pentru CVC). In cazul analizei microbiologice pentru determinarea bacteriilor aerobe
mezofile s-au inregistrat unele diferente de ordin zecimal in ziua a 4-a (5,0x10? ufc/ml pentru
CVB si 1,5%102 ufc/ml pentru CVC) si in ziua a 7-a (2,0x103 ufc/ml pentru CVB si 1,5%10* ufc/ml
pentru CVC). Dupa aceasta referintd situatia s-a mentinut constantd ca ufc/g in ziua a 15-a
Tnregistrandu-se un numar de 1,7x10* ufc/ml atat pentru proba CVB cét si pentru proba CVC).
n plus, nu a fost observat un impact nedorit asupra factorilor de calitate ai produselor vegetale
alternative la sférsitul celor 15 zile de valabilitate.

o Din punct de vedere senzorial, punctajul acordat pentru impresia generala (5,52 puncte)
de catre echipa de degustatori pentru proba CVB indica o valoare superioara pentru 9 atribute
senzoriale (omogenitate, culoare, uniformitate, gust, aroma, mestecare, rotunjime gust, gust
remanent, gust produs strain). Pentru proba CVC s-a inregistrat un scor total de 4,77 puncte
si 0 valoare superioara pentru doar doua atribute senzoriale (compactitate si miros).

Perspective de continuare a cercetarilor

In urma realizarii studiului de fatd au rezultat urmatoarele perspectivele de continuare a
cercetarilor:
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Aplicarea filmelor functionale bioedibile cu ingrediente bioactive incorporate pe un
produs finit de tipul baton vegetal tip Frankfurter in sistem industrial si comercializarea
acestuia la nivel local, regional sau la nivel de tara.

Studierea comportamentului unui astfel de film functional bioedibil si pe alte sortimente
de produse vegetale precum baton vegetal proaspat, fantezie vegetala, etc.

Promovarea si evidentierea caracteristicilor acestor sortimente de filme bioedibile din
punct de vedere al sustenabilitatii materiilor prime din care sunt obtinute.

Studiul si diversificarea tipului de hidrocoloizi care pot fi integrati intr-un astfel de
amestec in vederea obtinerii unor filme bioedibile superioare.

Contributii personale si realizari stiintifice
Originalitatea prezentului studiu consta in urmatoarele:

Studierea individuala, amanuntita, a principalilor tipuri de hidrocoloizi (alginat de sodiu,
carboximetil celuloza, Kappa-carrageenan si guma Konjac) actual utilizati la obtinerea
filmelor functionale bioedibile din punct de vedere al caracteristicilor tehnologice si
reologice a acestora.

Studierea individuala amanuntita a principalilor compusi bioactivi (preparat fermentat pe
baza de ceapa, extract de drojdie si Bacillus subtilis CU1) care pot fi utilizati la
incorporarea in matricea filmelor functionale bioedibile pe baza de alginat de sodiu.
Studierea comportamentului fizico-chimic, tehnologic si reologic a filmelor functionale
bioedibile pe baza de alginat de sodiu cu ingrediente bioactive incorporate.

Obtinerea prin metode tehnologice a unui baton vegetal alternativ in membrana de
alginat de sodiu cu compusi bioactivi incorporati.

Studiul microbiologic de validare si verificare a termenului de valabilitate din punct de
vedere al dezvoltarii si multiplicarii numarului de microorganisme pentru batonul vegetal
in membrana de alginat de sodiu cu ingrediente bioactive incorporate pe o perioada de
15 de zile, la temperatura de 8°C.

Proiectarea experimentald a filmelor pe baza de alginat de sodiu in vederea obtinerii
unui invelis flexibil, mediu ca grosime, cu o permeabilitate redusa a vaporilor de apa si
cu proprietati reologice similare membranelor artificiale.

Diseminarea rezultatelor cercetarii

Rezultatele cercetarilor derulate in perioada studiilor doctorale au fost diseminate prin

publicare de articole reprezentative pentru domeniul abordat si comunicari la manifestari
stiintifice nationale si internationale.

A.
1.

Articole publicate n jurnale indexate in Web of Science Core Collection

Ina Vasilean, luliana Aprodu, Marian Neculau, Livia Patrascu. 2018. Effect of pulsed light
treatment on germination efficiency of pulses. Scientific Papers-Series D-Animal
Science, LXI(1), 266-274.

Articole publicate n jurnale indexate BDI

Marian Neculau, Vasilica Barbu, Giorgiana-Valentina Costea, Livia Patrascu, Camelia
Vizireanu, Microbiological analysis and the antioxidant capacity of edible biofilms
enclosing Bacillus subtilis, publicat in Lucrari stiintifice, seria Agronomie, (2016), Vol. 59,
nr. 2, USAMV lasi

Abstracte publicate in jurnale cotate ISI

Marian Neculau, Mihaela Alina Ceoromila, Valentina Giorgiana Blaga (Costea), Gabriel
Mustatea, Camelia Vizireanu, Structural and physicochemical properties of emulsified
alginate-based film coatings for food products, Conferinta Internationala ,,European
Biotechnology Congress”, Dubrovnik, Croatia, Journal of Biotechnology, 256S (2017)
S44-S116.
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Giorgiana-Valentina Blaga (Costea), Marian Neculau, Livia Patrascu, Camelia Vizireanu,
A comparison between low amplitudeoscillaltory shear and forced flow in determining
honey rheological behavior, Conferinta Internationald ,,European Biotechnology
Congress”, Dubrovnik, Croatia, Journal of Biotechnology, 256S (2017) S44—-S116.
Abstracte publicate in volume conferintelor internationale

Marian Neculau, luliana Aprodu, Daniela Borda, Livia Patrascu, Camelia Vizireanu,
Physicochemical, rheological and experimental study of different biopolymers for
obtaining functional edible films and coatings, 3-rd International Conference on Bio-
based Polymers and Composites, BiPoCo, Szeged, Hungary, (2016), P37.

Comunicari la manifestari stiintifice internationale

Ina Vasilean, luliana Aprodu, Marian Neculau, Livia Patrascu, Effects of pulse light
treatment on germination efficiency of pulses. The international conference: Agriculture
for life, life for agriculture, USAMV Bucuresti, Romania, 2018.

Ina Vasilean, Iuliana Aprodu, Marian Neculau, Livia Patrascu. The effect of physical pre-
germination treatments on nutritional functionality of pulses. Bioavailability 2018 -
Understanding the bioavailability of micronutrients and bioactive compounds for
improved public health, September 10-13, 2018, Norwich, UK.

Ina Vasilean, luliana Aprodu, Marian Neculau, Livia Patrascu. Germination as a tool for
enhancing the nutritional value of pulses. The 8th International Symposium EuroAliment
— Mutatis mutandis in Food, 7-8 September 2017, Galati, Romania.

Comunicari la manifestari stiintifice nationale

. Marian_Neculau, Camelia Vizireanu, luliana Aprodu, A biotechnological study of raw

materials used for obtaining edible biofilms, Scientific conference of Doctoral Schools
from University ,Dunarea de Jos”, Third edition, Galati, Romania, 2015.

. Marian Neculau, Alina Ceoromila, Livia Patrascu, Camelia Vizireanu, Biocompatibility of

different hydrocolloids for obtaining edible films and coatings as packaging material.
Conferinta scolilor doctorale, Galati, Romania, 2017

. Marian_Neculau, luliana Aprodu, Daniela Borda, Vasilica Barbu, Camelia Vizireanu,

Edible films: technical, technological aspects and analytical methods for their
characterization (Antioxidant and Microbiological aspects). Doctoral Schools from
University ,Dunarea de Jos”, Third edition, Galati, Romania, 2018

Activitati adiacente

. Ecotrophelia Europe:

a. Participare Ecotrophelia Europe 2017, Galati, Faza Local&, 20 Mai 2017
Premiul I--- Produsul HiProBar: Marian Neculau, Cristian Dragomir, Ramona Ifrim.

b. Participare Ecotrophelia Europe 2017, Suceava, Faza National&, 3-4 lulie 2017
Premiul I---Produsul HiProBar: Marian Neculau, Cristian Dragomir, Ramona Ifrim.
C. Participare Ecotrophelia Europe 2017, Londra, Faza Internationala, 22-24

Noiembrie 2017: Marian Neculau, Cristian Dragomir, Ramona Ifrim.

. Participarea la activitati adiacente de cercetare in cadrul universitatii:

a. Brevet de inventie: Produs vegetal tartinabil si procedeul de obtinere al acestuia.
Aprobat 30.06.2016. Inventatori: Livia Patrascu, luliana Aprodu, Ina Vasilean, Marian
Neculau. Acceptat cu nr. PN-111-P1-1.1-PRECBVT-2018-1205.

b. Contract de cercetare nr. 173PED/2017, cod PNIII-P2-2.1-PED-2016-0155, cu
titlul Dezvoltarea de noi produse functionale pe baza de leguminoase germinate,
acronim ProPulse.

C. Participare la Bursa Nationala a Inventiilor Romanesti: Conceput in Romania

d. Diploma de participare de la Ministerul Inventiilor pentru produsul brevetat la
Geneva: Spreadable vegetable product and the process for obtaining the same. Livia

Patrascu, luliana Aprodu, Ina Vasilean, Marian Neculau. 20 lunie 2017.
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