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INTRODUCERE
Justificarea stiintifica a temei alese

Schimbarea stilului de viata a consumatorilor a dus la nevoia de alimente care sa
indeplineasca cerintele acestora, respectiv un timp de preparare cat mai redus, o calitate cat
mai Tnalta si in acelasi timp un termen de valabilitate prelungit al produselor alimentare.

Fructele si legumele proaspete reprezintd o componentd importantd a unei diete
sanatoase, iar consumul lor zilnic poate preveni afectiuni majore ale organismului. Un raport
WHO/FAO recomanda un consum zilnic de 400 g fructe si legume (cu exceptia cartofilor si a
altor tuberculi cu amidon) in vederea prevenirii bolilor cronice (boli cardiovasculare, cancer,
diabet, obezitate) dar si a prevenirii i tratarii unor deficiente micronutritionale, in special in tarile
slab dezvoltate. in 1998, doar 6 din cele 14 regiuni ale Organizatiei Mondiale a Sanatatii au
prezentat o disponibilitate a fructelor si legumelor mai mare sau egala decat doza zilnica
recomandata de 400 g produs/zi, iar in prezent, numai un procent nesemnificativ al populatiei
consuma in mod frecvent doza zilnica recomandata. Din acest motiv, productia de fructe si
legume reprezinta un sector important al produciiei agricole in lume. Conform FAO, productia
totala de fructe la nivel global se ridica in jurul a 370 milioane de tone, iar India ocupa prima
pozitie, avand o productie anuald de aproximativ 32 megatone. De asemenea, India este al
doilea cel mai mare producator de legume (dupa China), inregistrand aproximativ 15% din
productia mondiala de legume. Din pacate insa, este estimat faptul ca 20-22 % din productia
totala de fructe si 20-25 % din totalul legumelor reprezinta pierderi cauzate de
microorganismele de alterare in diverse etape ale depozitarii, precum si din cauza proastelor
practici post recoltare aplicate. Mai mult, in timp ce in India doar un procent sub 2 % reprezinta
productia de legume vanduta sub forma procesata, Brazilia inregistreaza un procent de 70 %
iar SUA 65 % legume vandute in forma procesata.

Economia rurala a Romaniei este preponderent dominata de agricultura, dar din pacate
este slab integratd in piata economicad. In prezent, bunastarea producétorilor rurali si a
populatiei urbane depinde de intelegerea si aplicarea tehnicilor de marketing in functie de
nevoile consumatorilor. De aceea, exista factori importanti ce trebuiesc luafi in considerare in
cazul analizarii datelor statistice referitoare la productia agricola si aplicate apoi industriei
alimentare: schimbarea stilului de viatda al consumatorilor, urbanizarea si industializarea,
planurile de marketing ale industriei alimentare precum si politicile de liberalizare ale comertului.
In Romania, sectorul agricol reprezintad o ramura importantd a economiei. Conform Organizatiei
Natiunilor Unite pentru Agricultura si Alimentatie, in 2009, pretul productiei interne a Romaniei a
fost mai mare de 150.000 milioane de dolari, de aproximativ trei ori mai mare decat cel
inregistrat in anul 1999, iar legumele ocupa pozitia a noua a produselor disponibile pentru
consum, dupa grau, porumb, zahar, seminte de floarea-soarelui, cartofi, carne de porc, bere si
carne de pui. Exista si bariere in ceea ce priveste consumul de fructe si legume proaspete,
printre acestea numarandu-se preful produselor si calitatea lor, dificultatea de preparare a unor
anumite fructe sau legume, precum si perioada lor de valabilitate relativ redusa. Produsele
proaspete sunt mai susceptibile fatd de microorganismele de alterare din cauza contactului lor
direct cu solul, datorita apei de irigare sau a aerului, a numeroaselor echipamente mecanice
folosite in agricultura, dar si a ratei lor crescute de respiratie post recoltare. in plus, durata de
viata a produselor proaspat taiate este afectatda de aparitia fenomenelor de oxidare precum
imbrunarea enzimatica, degradarea si oxidarea pigmentilor din cauza activitatilor enzimatice,
prin afectarea calitatilor senzoriale ale produsului alimentar si la favorizarea dezvoltarii
microorganismelor.

Asadar, din cauza popularitatii crescande dar si a numeroaselor epidemii asociate cu
aceste produse, ca urmare a prezentei microorganismului patogen Escherichia coli O157:H7,
salata verde (Lactuca sativa L.) a fost aleasa drept matrice alimentara pentru a fi supusa
studiului variabilitatii duratei de pastrare in functie de diversele tratamente post-recoltare
aplicate.

Studiul se doreste a fi un raspuns la cererea consumatorilor roméani, pentru care cel
mai important criteriu de selectie al unui produs alimentar este aspectul proaspat (56%), urmat
de gust (34%), continut natural (30%) si pret acceptabil (27%) conform unui studiu de piata
efectuat in anul 2010, cu scopul de a identifica perceptille, comportamentul de cumparare si
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profilul socio-demografic al celor care obisnuiesc sa consume alimente de tip ,salate gata-de-
consum”. Activitafile prevazute in cadrul tezei de doctorat reprezinta o abordare noua in
vederea reducerii contaminarii salatei gata-de-consum, prin realizarea unui sistem complex de
analize si dezvoltarea unor metode alternative de tratament post-recoltare pentru acest produs.

Scopul si obiectivele stiintifice

Scopul acestei teze de doctorat este testarea efectului antimicrobian al unor diferite
concentratii de solutii dezinfectante ce ar putea fi utilizate in prelucrarea minimala a legumelor
si corelarea, prin metode obiective, a metodelor de procesare minimala si ambalare cu
indicatorii microbiologici, fizico-chimici si senzoriali detectabili.

Obiectivele principale ale lucrarii sunt:

e |zolarea unui microorganism de altrare specific salatei verzi (Lactuca sativa L.), care sa
fie utilizat ca microorganism de referinta in studiile de tratamente post-recoltare aplicate
acestui aliment;

e Investigarea posibilitatii de a reduce concentratia de clor a solutiilor dezinfectante
clorinate utilizate in prezent in prelucrarea minimala a legumelor;

o Testarea efectului antimicrobian al unor solutii de acizi organici si uleiuri esentiale
volatile asupra microorganismelor izolate din microbiota naturala a salatei si stabilirea
efectului acestor solutji fata de atributele calitative ale salatei gata-de-consum;

e Reducerea contaminarii salatei prin aplicarea unor metode alternative de tratament post-
recoltare, precum tratamentul cu plasma rece la presiune atmosferica;

e Punerea la punct a unei metode de evaluare a prospetimii frunzelor de salata verde cu
ajutorul nasului electronic.

Studiile prezentate in teza de doctorat evidentiaza influenta imediata dar si pe
parcursul perioadei de depozitare a tratamentelor propuse de doctoranda asupra microbiotei
naturale si a atributelor calitative ale legumei frunzoase testate, pentru a putea decide asupra
introducerii lor, ca tehnologi noi de sanitizare, la nivel industrial.

Structura tezei de doctorat

Teza de doctorat intitulata ,Solutii potentiale de prelungire a termenului de valabilitate
al salatei verzi gata-de-consum” este structurata pe 6 capitole, totalizadnd 27 de tabele si 62 de
figuri si reprezentari grafice, si 260 de note bibliografice.

Capitolul 1, intitulat ,Caracterizarea microbiologica a salatei verzi’ reprezinta un
studiu cu privire la microorganismele prezente in mod natural pe suprafata acestui produs
alimentar, microorganisme ce au fost izolate si identificate cu scopul utilizarii lor ulterioare in
vederea testarii si stabilirii efectelor antimicrobiene ale unor diferite tratamente de sanitizare..

Urmatoarele patru capitole ale lucrarii prezinta cercetarile experimentale privind
potentialul de utilizare a unor tratamente alternative de sanitizare a salatei gata-de-consum.

Capitolul 2, cu titlul ,Efectele hipocloritului de sodiu asupra caracteristicilor
senzoriale si a perioadei de valabilitate a salatei gata-de-consum” evalueaza impactul unor
diferite concentratii de hipoclorit de sodiu, principalul agent dezinfectat utilizat in prezent in
procesarea minimala a legumelor, asupra microbiotei naturale a salatei atat imediat dupa
aplicarea tratamentului cat si in decursul unei perioadei de depozitare de 10 zile in conditii de
refrigerare.

Capitolul 3, intitulat ,Utilizarea acizilor organici in solutiile de spalare ale salatei
verzi gata-de-consum” urmareste identificarea unei solutii de spalare, eficienta din punct de
vedere microbiologic, care sa repezinte o alternativa la solutiile clorinate utilizate in prezent ca
decontaminanti in procesul de spalare al legumelor gata-de-consum.

In capitolul 4 este prezentata ,Utilizarea uleiurilor esentiale in solutiile de spalare
ale salatei verzi gata-de-consum”, scopul acestui studiu fiind evaluarea impactului unor solutii
de spalare ce nu contin clor, ci uleiuri esentiale de ceapa, oregano si cimbru, asupra termenului
de valabilitate al salatei proaspat taiate precum si a modificarilor aparute la nivelul compusilor
volatili in timpul depozitarii.
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in capitolul 5 a fost urmarita ,Utilizarea tratamentului cu plasma rece ca metoda de
decontaminare a salatei verzi”, astfel fiind stabilit efectul antimicrobian al tratamentului cu un
jet de plasma rece la presiune atmosferica in cazul a doua microorganisme des asociate cu
salata proaspat taiata, Escherichia coli O157:H7, respectiv Listeria innocua, in functie de
parametrii de proces utilizati, precum si impactul tratamentului cu plasma aplicat frunzelor de
salata mielului inoculate in prealabil cu E. coli O157:H7. Mai mult, experimentele au urmarit
efectele acestui tratament asupra calitatii frunzelor de salata, dar si a efectului perioadei de
depozitare asupra materialului vegetal supus tratamentului cu plasma rece.

Concluziile generale ale activitatilor experimentale desfasurate, relevania practica a
tratamentelor propuse precum si directii de viitor ale acestor tehnici sunt prezentate in capitolul
6, intitulat ,Concluzii generale, contributii originale si perspective de continuare a
cercetarilor”.

Cuvinte cheie: salata gata-de-consum, hipoclorit de sodiu, acizi organici, uleiuri esentiale,
plasma rece, nas electronic.
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Capitolul 1. CARACTERIZAREA MICROBIOLOGICA A SALATEI VERZI
1.1. Caracterizarea microbiologica a salatei verzi utilizata in experimente

Salata verde romaneasca nespalata a fost supusa analizei microbiologice Th vederea
stabilirii Tncarcaturii microbiene inifiale. Au fost urmarite criteriile microbiologice pentru produse
alimentare conform Regulamentului (CE) nr. 1441/2007. Astfel, in vederea evaluarii criteriilor de
siguranta ale legumelor si fructelor taiate anterior (gata pentru consum), a fost realizata
determinarea prezentei germenilor din genul Salmonella spp., rezultatul analizei trebuind sa se
incadreze in limita impusa, respectiv absentd in 25 g produs. In ceea ce priveste criteriile de
igiena ale alimentului, probele de salatd au fost analizate pentru stabilirea concentratiei
microorganismului E. coli, limitele maxim admise fiind cuprinse intre 100 si 1000 ufc g™ (2-3 log
ufc g™). Testele microbiologice au aratat ca bacteria Salmonella spp. a fost absenta in 25 g
produs, in cazul tuturor celor cinci unitafi de proba analizate, in timp ce concentratia
microorganismului Escherichia coli a avut valori de 1,0 pana la 1,4 log ufc g™, valori ce
incadreaza rezultatele testului in categoria rezultate satisfacatoare, demonstrand astfel calitatea
microbiologica a produsului analizat.

Frunzele de salata nespalate au prezentat valori ale numarului total de bacterii aerobe
mezofile de 6,3 pana la 6,7 log ufc g™, in timp de concentratia drojdiilor si mucegaiurilor a fost
de 3,9 - 4,4 log ufc g™ iar numarul enterobacteriilor a avut valori situate intre 5,4 — 5,8 log ufc g*
(Fig. 1.1.).

®  Numar total de germeni
® Drojdii si mucegaiuri
Enterobacteriaceae

~
[=]
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Probe de salata

Figura 1.1. Concentratia microbiana initiala a probelor de salata verde nespalata

Studii anterioare mentioneaza valori ale numarului total de bacterii aerobe mezofile de
3,9 + 1,0 log ufc g* (Lopez-Galvez et al., 2010) pentru salata iceberg nespalata, pana la 5,6 +
0,4 log ufc g™ (Gutierrez et al., 2009) in cazul salatei gata-de-consum sau 6,7 + 0,1 log ufc g™
(Nielsen et al., 2008) pentru rucola si 7,27 log ufc g* 1in cazul unui amestec de salats
(Uyttendaele et al., 2004), in timp ce salata iceberg nespalata a Tnregistrat concentratii ale
drojdiilor si mucegaiurilor de 3,2 + 1,4 log ufc g™ (Lépez-Galvez et al., 2010) iar rucola de 5,0 +
0,1 log ufc g™ (Nielsen et al., 2008).

Bacterile Gram negative sunt responsabile, in general, de alterarea legumelor
frunzoase, ele afectand pectinolitic tesutul vegetal (Lu et al., 2006), concentratii similare de
enterobacterii fiind evidentiate de Nielsen et al. (2008) si Gutierrez et al. (2009) pentru rucola si
salata gata-de-consum, in timp ce Lépez-Galvez et al. (2010) mentioneaza o concentratie de
doar 2,7 £ 1,1 log ufc g™ in cazul salatei iceberg nespélate.

Concentratia bacteriilor coliforme a fost de 3,9 + 0,57 log ufc g™ iar microorganismul
Bacillus cereus nu a fost prezent in probele analizate.
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1.2. lzolarea si identificarea unei tulpini bacteriene din microbiota naturala a
salatei verzi romanesti

Controlul microbiologic al unui aliment presupune nu numai cuantificarea incarcaturii
microbiene a acestuia, ci si identificare speciilor de microorganisme prezente in produs. Astfel,
in cazul probelor de salata supuse testarii, s-a urmarit identificarea unei tulpini bacteriene din
microbiota naturala a acestui produs, intrucat rezultatul determinarii numarului total de
microorganisme al celor cinci unitati de proba analizate a indicat ca aceste microorganisme sunt
predominante in microbiota produsului analizat. Dupa izolarea in culturi pure, a fost realizata
examinarea caracterelor de cultura, prin ananliza macroscopica a culturii obtinute pe mediu
solid. Coloniile rotunde, de consistenta vascoasa si culoare alb-galbuie, opace, cu suprafata
neteda-lucioasa si contur regulat si-au facut aparitia dupa primele 12 h de termostatare. Cinci
culturi pure au fost apoi replicate pe mediu PCA in tuburi inclinate (termostatare la 30°C, 24h),
in vederea conservarii materialului microbian pana la identificarea sa utilizand sistemul
OmniLog®.

Tulpina de referintd Escherichia coli ATCC® 8739 a fost folositad pentru verificarea
rezultatelor obtinute Tn urma utilizarii sistemului OmniLog® de identificare a microorganismelor.
Astfel, la finalul perioadei de termostatare, cititorul MicroStation Reader a analizat amprenta
metabolica a microorganismului testat prin cuantificarea reactiilor de culoare din godeurile
microplacii. Sistemul OmniLog® a putut identifica microorganismul drept Escherichia coli,
bacterie Gram negativa din clasa Enterobacteriaceae (Fig. 1.2.).
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Figura 1.2. Identificarea tulpinii de referintd Escherichia coli ATCC™ 8739 folosind sistemul

OmniLog®

Identificarea a putut fi realizata Tn urma compararii amprentei metabolice a
microorganismului testat cu profilurile de identificare din baza de date a sistemului Biolog GEN
Il (OmniLog® Data Collection). Profilurile metabolice ale celor doud microorganisme comparate
de sistem pot fi observate in figura 1.3.
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Figura 1.3. Profilurile metabolice ale celor doua tulpini Escherichia coli comparate de sistemul
Biolog GEN llI: tulpina de referintd Escherichia coli ATCC® 8739 (A) si tulpina Escherichia coli
din baza de date Biolog GEN Il (B)

Identificarea microorganismelor izolate din produsul vegetal studiat utilizdnd sistemul
OmniLog® a presupus urmarirea protocolului de lucru pentru tulpini bacteriene. Astfel, rezultatul
identificarii sistemului Biolog GEN Ill a fost microorganismul Pseudomonas tolaasii, bacterie
Gram negativ din familia Pseudomonadaceae, genul Pseudomonas (Fig. 1.4.).

Bacteriile din genul Pseudomonas sunt cunoscute drept grupul de bacterii cel mai
eterogen si mai semnificativ din punct de vedere ecologic (Franzetti and Scarpellini, 2007), bine
raspandit in natura si caracterizat de o versatilitate metabolica ridicata, datorita prezentei unui
sistem enzimatic complex. Deoarece cerintele nutrifionale ale Pseudomonas spp. sunt reduse,
bacteriile din acest gen sunt larg raspandite in habitate naturale precum sol, apa, sedimente,
mediu marin (Shivaji et al., 1988; Soler-Rivas et al., 1999; O’Sullivan and O’Gara, 1992). Aceste
microorganisme sunt des asociate cu produsele alimentare vegetale si recunoscute pentru
capacitatea lor de dezvoltare la temperaturi scazute, ele fiind responsabile pentru alterarea
produselor alimentare refrigerate. In timpul depozitdrii si a operatilor de procesare a
alimentelor, numarul lor se dezvolta rapid, in timp ce in cazul produselor vegetale minimal
procesate Pseudomonas spp. detin un rol important in instalarea fenomenului de imbrunare din
cauza activitatii lor pectinolitice (Moquet et al., 1996; Riva et al., 2001; Franzetti and Scarpellini,
2007). Mai mult, bacteriile din familia Pseudomonadaceae se regasesc in mod frecvent in
microflora legumelor frunzoase verzi, Nielsen et al. (2008) indicand o populatie de 5,4 + 0,3 log
ufc g in cazul frunzelor de rucola nespalate, in timp ce Lopez-Galvez et al. (2010) mentioneazé
o concentratie a acestui parametru microbiologic de 3,9 + 1,1 log ufc g™ in cazul salatei iceberg
nespalate, iar Gutierrez et al. (2009) de 3,86 + 0,56 log ufc g™ pentru salata gata-de-consum.
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Figura 1.4. Identificarea tulpinii bacteriene Pseudomonas tolaasii folosind sistemul
Biolog GEN llI

1.3. Concluzii

Salata verde analizatda a indeplinit criterile microbiologice impuse de regulamentul
2073/2005 si completate de regulamentul 1441/2007, astfel incat furnizorul acestui produs a
fost agreat in vederea aprovizionarii materialului vegetal necesar desfasurarii urmatoarelor
activitati experimentale.

Bacteria Pseudomonas tolaasii a fost izolata din microbiota naturala a salatei verzi
utilizata in experimente, si identificata utilizand sistemul OmniLog® (Biolog, Inc., SUA). Tulpina
Pseudomonas tolaasii a fost reinoculata pe mediu PCA in tuburi inclinate (termostatare 24 h,
30°C) ce au fost pastrate in conditii de refrigerare (4°C) in vederea utilizarii ulterioare, in scopul
studierii, testarii si stabilirii efectelor antimicrobiene ale unor diferite tratamente de spalare si
sanitizare aplicate salatei verzi gata-de-consum.

Capitolul 2. EFECTELE HIPOCLORITULUI DE SODIU ASUPRA
CARACTERISTICILOR SENZORIALE $I A PERIOADEI DE VALABILITATE A
SALATEI VERZI GATA-DE-CONSUM

2.1. Rezultate si discutii
2.1.1. Impactul solutiilor de spalare clorinate asupra microbiotei naturale a salatei

Imediat dupa aplicarea tratamentului de spalare, probele control au prezentat valori ale
numarului total de bacterii aerobe mezofile de 5,8 log ufc g™, in timp de concentratia drojdiilor si
mucegaiurilor a fost de 3,4 + 0,05 log ufc g™ iar numarul de bacterii coliforme a avut valori de
2,0 + 0,05 log ufc g™, aceste rezultate fiind in acelasi interval de valori raportat in alte studii (Lu
et al., 2006; Lépez-Galvez et al., 2010; Nou and Luo, 2010) si semnificativ diferite (P<0,05) fata
de cele obtinute in cazul utilizarii tratamentelor de spalare clorinate.

In urma utilizarii solutiilor clorinate de 50, respectiv 100 mg L™ clor activ la spalarea
salatei verzi romanesti, incarcatura microbiana a produsului vegetal a fost redusa cu 1, pana la
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1,8 log ufc g™ in cazul numarului total de bacterii aerobe mezofile, iar concentratia drojdiilor si
mucegaiurilor cu 1,3 — 1,8 log ufc g™ imediat dupa aplicarea tratamentului de spalare, rezultate
similare fiind Tnregistrate si In cadrul altor studii (Akbas and Olmez, 2007; Olmez and
Kretzschmar, 2009; Loépez-Galvez et al., 2010). in decursul depozitarii, diferentele privind
concentratiile microbiene dintre probele tratate cu solutii de spalare diferite, inregistrate in ziua
0, au fost mentinute in cazul celor doi parametri microbiologici mentionati anterior, doar
bacteriile coliforme inregistrand valori ce nu au fost semnificativ diferite intre probele analizate,
la finalul perioadei de pastrare.

A B
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2.1.2. Impactul solutiilor de spalare clorinate asupra caracteristicilor fizico-chimice ale
salatei

In urma determinrii procentului pierderii de masa al probelor analizate, in decursul
perioadei de depozitare de 10 zile, se observa o scadere uniforma a masei tuturor probelor, ca
urmare a pierderii apei intracelulare. O pierdere mai redusa a putut fi observata in cazul
probelor spalate cu apa de la robinet, insa diferentele intre cele trei tipuri de solutii utilizate
pentru spalarea frunzelor de salata au fost nesemnificative (P<0,05). Se poate afirma insa, ca
pierderea de masa a probelor a fost mai insemnata dupa primele doua zile de depozitare (Fig.

2.2.).
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Figura 2.2. Procentul pierderii in greutate al probelor de salata spalate cu solutii clorinate

Probele de salata spalate cu solutii clorinate au inregistrat valori ale pH-ului semnificativ
diferite (P<0,05) fata de probele control, atat imediat dupa aplicarea tratamentului de spalare
cat si in decursul perioadei de depozitare (Fig. 2.3. A). Cresterea pH-ului apei continand
hipoclorit de sodiu a fost de asemenea observata de Artes et al. (2009), si explicata de
generarea acidului hipocloros (HOCI) in solutie, agentul antimicrobian activ al solutiei. Acidul
disociaza usor la ioni de hipoclorit (OCI") la un pH mai ridicat sau clor gazos (Cl,) la pH scazut,
ceea ce indica faptul ca pH-ul solutiei trebuie mentinut in jurul valorilor de 6,5 — 7,5 astfel incat
solutiile de NaOCI sa poata fi stabile si eficiente.
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Figura 2.3. Valorile pH (A) si aw (B) ale probelor de salata tratate cu solutji clorinate

Valorile activitatii apei (Fig. 2.3. B) ale probelor de salatd supuse tratamentului de
spalare cu solutii clorinate nu au fost semnificativ diferite (P>0,05) fata de cele ale probelor
control, spalate doar cu apa de la robinet, imediat dupa aplicarea tratamentului, insa de-a lungul
perioadei de depozitare, diferentele dintre cele trei solufii testate au fost semnificativ diferite
(P<0,05).

2.1.3. Calitatea senzoriala a salatei verzi tratata cu solutii clorinate

Rezultatele inregistrate imediat dupa aplicarea tratamentului de spalare indica o buna
calitate senzoriala initiala, in cazul tuturor probelor. Solutiile de spalare folosite nu au influentat
parametrii senzoriali analizafi, aceste rezultate fiind in concordanta cu cele raportate in
literaturd (Rodgers et al., 2004; Lépez-Galvez et al., 2010). in ziua 6 de pastrare, probele tratate
cu NaOCI 50 mg L™ au notat cele mai bune rezultate in cazul tuturor parametrilor senzoriali
urmariti, Tn timp ce proba control a prezentat semne mai accentuate de imbrunare, la fel si
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probele tratate cu solutia NaOCI| 100 mg L™, ele fiind depreciate ins& si pentru culoarea
frunzelor de salata. La finalul perioadei de depozitare, salata spélatd cu solutia NaOCI 50 mg L™
a inregistrat cele mai bune rezultate pentru toate atributele senzoriale urmarite, in timp ce proba
control a avut valori situate la limita inferioara de acceptabilitate in ceea ce priveste imbrunarea
produsului, la fel si proba tratatd cu NaOCI 100 mg L™ (Fig. 2.4.).

Control s NaOCl100mgL? S
Aspect general Textura Aspect general Textura
Ab: 3 _Absenta onre
A TmbrSL?:s}?e Culoare C imbrunare
—iua 0 =—Zijua 2 Fiug 6 = Ziuz 10
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Figura 2.4. Efectele solutiilor de spalare
utilizate asupra caracteristicilor senzoriale ale
frunzelor de salata
Absenta
B Tmbrunatre Culoare

2.2. Concluzii

O atenta alegere a solutiilor de dezinfectare utilizate in cazul produselor vegetale gata-
de-consum este necesara pentru reducerea microbiotei naturale si impiedicarea dezvoltarii
microorganismelor de alterare pe durata depozitarii produselor alimentare. De asemenea,
alegerea solutiilor de spalare trebuie sa aiba in vedere, atat efectele antimicrobiene ale
acestora, cat si efectele lor asupra atributelor calitative ale produsului alimentar final, asupra
mediului Tnconjurator si sanatatii consumatorilor.

In urma testarilor efectuate, eficienta utiliz&rii unei solutii de NaOCI 50 mg L™ in apa de
spalare a frunzelor de salatd a fost aproximativ egala cu cea a solutiei de NaOCI 100 mg L™.
Datele obtinute sugereaza ca acceptabilitatea produsului a fost limitata de proliferarea
microorganismelor de alterare, si nu de aspectul general al alimentului.

Pe baza rezultatelor obtinute, solutiile clorinate utilizate pot asigura mentinerea unui
numar scazut de microorganisme pentru o perioada de depozitare in condiii de refrigerare de 6
zile, timp in care criteriile microbiologice prevazute de regulamentul 2073/2005 si completate de
regulamentul 1441/2007 pentru legume si fructe taiate anterior (gata pentru consum) au fost
indeplinite.

O igiena stricta de-a lungul intregului lant alimentar (procesare, depozitare, distributie)
este obligatorie pentru evitarea contaminarii. Chiar daca rezultatele obtinute Tn urma spalarii
salatei doar cu apa de la robinet nu au fost cu mult mai diferite de cele obtinute in cazul utilizarii
solutiilor clorinate, utilizarea agentilor de dezinfectare este recomandata pentru evitarea
contaminarii incrucisate in timpul etapelor de procesare. Insa, noi metode si solutii cu efect
antimicrobian sunt studiate pentru ca produsele clorinate sa fie inlocuite, din cauza efectelor lor
negative asupra sanatatii.
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Capitolul 3. UTILIZAREA ACIZILOR ORGANICI iN SOLUTIILE DE SPALARE
ALE SALATEI VERZI GATA-DE-CONSUM

3.1. Rezultate si discutii

3.1.1. Efectul antimicrobian al solutiilor de acizi organici utilizate fata de bacteria
Pseudomonas tolaasii

Efectul inhibitor al celor sase soluiii de acizi organici testat in vitro fata de bacteria
Pseudomonas tolaasii izolata din microbiota naturald a salatei verzi romanesti a fost studiat in
vederea identificarii celor mai eficiente soluti de spalare ce au demonstrat activitate
antimicrobiana, rezultatele fiind prezentate in tabelul 3.1.

Tabel 3.1. Efectul antimicrobian al solutiilor de acizi organici fatd de bacteria Pseudomonas tolaasii

Zona de inhibitie*, mm

Codul probei AO utilizat Concentratie AO, % Timp de incubare, h
8 16 24
P1 Acid citric 1 0,0 (x0,0)* 3,3 (¢1,2) 8,3 (¢1,2)
P2 Acid citric 2 0,0 (x0,0)* 3,3 (¢1,5) 9,0 (¢1,0)
P3 Acid ascorbic 1 0,0 (0,0)* 4,7 (£1,2) 8,3 (£1,5)
P4 Acid ascorbic 2 0,7 (x0,6)*° 5,0 (x1,0) 9,3 (x0,6)
P5 Acid lactic 1 1,3 (+0,6)>° 4,7 (x1,2) 9,7 (x0,6)
P6 Acid lactic 2 1,7 (+0,6)" 5,3 (x0,6) 10,0 (x0,0)

Valorile sunt exprimate in mm (x D.S.). Valorile medii din fiecare coloana urmate de litere diferite sunt semnificativ
diferite conform testului statistic LSD (P<0,05).

La finalul perioadei de termostatare, toate cele sase solutii de acizi organici testate au
inregistrat valori similare in ceea ce priveste diametrul maxim al haloului rezultat in jurul hartiilor
de filtru, ca urmare a efectului antimicrobian al solutiilor de acizi organici utilizate fata de
bacteria Pseudomonas tolaasii.

3.1.2. Efectele solutiilor de acizi organici utilizate asupra microbiotei naturale a salatei
gata-de-consum

Imediat dupa aplicarea tratamentului de spalare, probele de salata au prezentat valori
ale numarului total de bacterii aerobe mezofile de 4,9 log ufc g™, in cazul utiliz&rii solutiei control
de apé de la robinet, pana la 3,7 + 0,5 log ufc g*, pentrul solutia de acid lactic 2%, in timp ce
concentratia drojdiilor si mucegaiurilor a avut valori cuprinse intre 4,0 log ufc g™, in cazul probei
control, pana la 2,3 + 0,1 log ufc g* pentru solutia de acid lactic 2%. Si in cazul determinarii
concentratiei de enterobacterii, proba control a inregistrat cea mai mare valoare, 3,6 log ufc g’
urmata de salata spalata cu solutia de acid ascorbic 1%, in timp ce salata la spalarea careia a
fost utilizata solutia de acid lactic 2% a inregistrat valoarea cea mai mica a acestui parametru
microbiologic, respectiv 2,3 + 0,1 log ufc g*. Dupa primele doua zile de depozitare, concentratia
numarului total de bacterii aerobe mezofile a inregistrat o crestere de 11,0% fata de rezultatele
notate Tn ziua 0. Cea mai redusa diferenta fatd de valorile initiale ale acestui parametru
microbiologic, de 1,4%, a fost consemnata de probele de salata spalate cu solutia de acid citric
1%, In timp ce frunzele de salata tratate cu acid lactic 2% au indicat cea mai insemnata
diferenta a acestui parametru fata de valorile initiale, numarul total de bacterii aerobe mezofile
fiind cu 34,9% mai numeros decét la finalizarea etapei de spalare.

Studiile dezvaluie rezultate diferite privind eficienta antimicrobiana a acizilor organici in
raport cu aceleasi specii de microorganisme (Tirpanalan et al., 2011), probabil datorita
tolerantei specifice fiecarei tulpini microbiene fata de caracterul acid al mediului Tnconjurator ei.
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Figura 3.1. Efectele solutijilor de acizi organici asupra populatiilor microbiene determinate,
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3.1.3. Impactul solutiilor de acizi organici utilizate asupra caracteristicilor fizico-chimice
ale salatei gata-de-consum

unei concentratii mai mari a condus la obtinerea unei valori a activitatii apei mai ridicate.

In cazul tuturor probelor de salata spélate cu solutii de acizi organici precum si in cazul
probei control, valoarea activitatii apei a crescut in urma procesului de spalare si s-a mentinut
de-a lungul perioadei de depozitare. Valorile activitatii apei au atins limitele maxime in ziua 6 de
depozitare. In cazul tuturor solutjilor de acizi organici testate, s-a putut observa céa utilizarea
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Figura 3.2. Valorile activitatii apei ale probelor de salata spalate cu solutii de acizi organici
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In ceea ce priveste valorile de pH ale probelor de salatd analizate (Fig. 3.3.), se poate
observa ca imediat dupa spalarea cu solutii de acizi organici, pH-ul probelor a fost redus, in
functie de tipul de acid utilizat. Astfel, solutile de acid lactic au inregistrat cea mai evidenta
reducere a valorii pH-ului frunzelor de salata, cu pana la 4,32 + 0,07 fata de proba control, care
dupa spalarea cu apa de la robinet a inregistrat o valoare a pH-ului de 5,88 £ 0,009. La finalul
perioadei de depozitare, toate probele de salata supuse testarii au inregistrat valori apropiate
de pH, cuprinse intre 5,50 si 6,10, in timp ce proba control a inregistrat o valoare de 5,59 + 0,05
pentru acest parametru. Aceste rezultate pot fi atribuite mecanismelor homeostatice ale
organismelor prezente in interiorul ambalajului, care pe durata depozitari, contracareaza
actiunea agresiva a factorilor de mediu externi cu care interactioneaza, astfel incat prin procesul
de reglare este realizatda in mod constant o corectare a factorilor de mediu inconjuratori
(Nicolau, 2006; Tirpanalan et al., 2011).
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Figura 3.3. pH-ul probelor de salata spalate cu solutii de acizi organici

Analiza gazelor (CO, si O,) din ambalaj pe durata depozitarii (Fig. 3.4.) a evidentiat un
comportament similar al tuturor probelor analizate in ceea ce priveste consumul de oxigen si
producerea de dioxid de carbon in interiorul pungilor cu salata. Utilizarea solutijilor de spalare pe
baza de acizi organici a influentat procesul de respiratie al probelor de salata. Astfel,
concentratii mai mari de CO, si mai mici de O, au fost inregistrate in cazul probelor spalate cu
solutii de acid lactic, posibil din cauza aparitiei unui efect mai puternic de stres rezultat in urma
utilizarii acestui tratament (Martin-Diana et al., 2008).
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Figura 3.4. Concentratiile de dioxid de carbon (A) si oxigen (B) inregistrate in perioada de
depozitare
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O modificare considerabila a culorii a fost observata dupa primele zile de depozitare in
cazul tuturor probelor tratate (Fig. 3.5.). Probele tratate cu solutiile de acid acetic 1%, respectiv
2% au prezentat cea mai semnificativa diferentad in raport cu probele control. Au fost obtinute
diferente semnificative (P<0,05) atat intre solutile de acizi organici utilizate in procesul de
spalare cat si intre zilele de depozitare. Intrucat procesul de imbrunare poate fi exprimat in
functie de valoarea a*, rezultatele obtinute in acest studiu sunt in acord cu cele enuntate de
Lonchamp et al. (2009), privind fenomenul de imbrunare al frunzelor in timpul perioadei de
depozitare, respectiv al pierderii culorii verzi. Se observa ca diferenfa cea mai mare fata de
valorile Tnregistrate in ziua 0 a fost obtinuta de solutiile de acid lactic, in timp ce solutiile de acid
citric au aratat cea mai redusa diferenta fata de momentul initial al analizei.
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Figura 3.7. Valorile L* (A), a* (B), b* (C) si valorile AE calculate (D) ale probelor de salata tratate
cu solutii de acizi organici, inregistrate de-a lungul perioadei de depozitare

3.1.4. Calitatea senzoriala a salatei verzi gata-de-consum tratata cu solutii de acizi
organici

Rezultatele inregistrate imediat dupa aplicarea tratamentului de spalare indica o buna
calitate senzoriala initiala, ih cazul tuturor probelor. Dupa 10 zile de depozitare, toate probele au
prezentat o depreciere insemnata a aspectului general, fiind inregistrate valori intre 3,4 + 0,55
in cazul utilizarii solutiei de acid citric 2%, si 1,64 * 0,55 pentru probele tratate cu solutia de acid
lactic 2%. Aceste rezultate sunt in concordanta cu studiul derulat de Kim and Klieber (1997),
care utilizadnd o solutie de acid citric 1% a prelungit termenul de valabilitate al verzei chinezesti
de la 10 zile la 14 zile, in conditii de refrigerare, probele semnaland doar o mica reducere a
valorii pH-ului, fara deprecierea gustului.
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3.2. Concluzii

in mod cert, efectul antimicrobian al solutiilor de acizi organici utilizate la sp&larea salatei
verzi depinde de acidul utilizat. De asemenea, concentratia solutiei utilizate are un aport
important in ceea ce priveste rezultatele antimicrobiene obtinute, dar in acelasi timp, utilizarea
unei concentratii prea ridicate de acid organic in solutia de spalare poate duce la deprecierea
caracteristicilor senzoriale ale produsului testat. In urma testelor efectuate, solutiile de acid citric
de 1%, respectiv 2% au inregistrat cele mai bune rezultate, atat din punct de vedere
microbiologic cat si senzorial, in timp ce utilizarea solutiilor de acid lactic a condus la apariia
unor puternice modificari senzoriale ale probelor de salata la finalul perioadei de depozitare.

Perioada de valabilitate comerciala a acestui produs, ambalat in atmosfera normala si
tratat cu solutii de spalare clorinate nu depaseste de obicei 3 zile, insa salata spalata cu solutiile
de acid citric indeplinesc criterile microbiologice prevazute de regulamentul 2073/2005 si
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completate de regulamentul 1441/2007 pentru legume si fructe taiate anterior (gata pentru
consum) si in ziua a sasea de depozitare, astfel incat utilizarea unei solutii de acid citric 1%
poate fi recomandata spre utilizare, inlocuind astfel solutiile de spalare clorinate. Mai mult,
intrucat adaugarea de suc de lamaie sau ofet la prepararea unei salate constituie o practica
obisnuita in randul consumatorilor, viitoare cercetari vor putea urmari utilizarea de acizi organici
in solutile de spalare ale salatei, evitand etapa de clatire a probelor, urmarindu-se astfel
prelungirea termenului de valabilitate al salatei gata-de-consum si indeplinirea cerintelor
consumatorilor privind atributele senzoriale ale produsului selectat.

Capitolul 4. UTILIZAREA ULEIURILOR ESENTIALE iN SOLUTIILE DE
SPALARE ALE SALATEI VERZI GATA-DE-CONSUM

4.1. Rezultate si discutii
4.1.1. Optimizarea evaluarii aromei salatei proaspat taiata utilizand nasul electronic

Salata taiatd marunt si salatd mojarata, a fost supusa analizei nasului electronic,
utilizand 4 protocoale diferite, cu scopul identificarii celei mai potrivite metode de analiza pentru
acest produs alimentar.

In urma analizei, raspunsul senzorilor a fost aproximativ similar in cazul tuturor celor 4
metode, pentru cele doua probe. Pentru investigatii viitoare, metoda de preparare a probei va
presupune taierea marunta a frunzelor de salata si nu mojararea lor, astfel incat probele sa
poata reprezenta cat mai real starea naturala a frunzelor de salata proaspat taiate. Metoda de
analiza aleasa pentru a fi utilizata in investigatii urmatoare presupune un timp de incubare de
180 s si o temperatura de incubare redusa, de 35 °C.

4.1.2. Efectul antimicrobian al solutiilor de uleiuri esentfiale utilizate fata de bacteriile
Pseudomonas tolaasii si Escherichia coli ATCC® 8739

Efectul inhibitor al celor noua solutii de uleiuri esentjale, testat in vitro fata de bacteria
Pseudomonas tolaasii izolatda din microbiota naturala a salatei verzi romanesti si tulpina de
referintd Escherichia coli ATCC® 8739 a fost studiat in vederea identificarii celor mai eficiente
solutii de spalare ce au demonstrat activitate antimicrobiana, rezultatele fiind prezentate Tn
tabelul 4.1.

Tabel 4.1. Efectul antimicrobian al solutiilor de uleiuri esentiale fata de bacteriile
Pseudomonas tolaasii si Escherichia coli ATCC® 8739

Zona de inhibitie*, mm

Codul N Concentratie (Timp de incubare, 24 h)
. EO utilizat sol. EO,
probe ppm Pseudomonas tolaasii Escherichia coli
ATCC® 8739

ONI 100  Ulei esential de ceapa 100 5,33 (+0,5)' 6,17 (£0,4)>°
ONI 250  Ulei esential de ceapa 250 6,67 (+0,5)°° 7,67 (+0,5)°
ONI 500 Ulei esential de ceapa 500 8,00 (+0,9)* 8,17 (x0,8)*
ORE 100 Ulei esential de oregano 100 5,17 (0, 4)‘ 5,50 (+0,5)°
ORE 250 Ulei esential de oregano 250 5,50 (+0,5)"' 6,33 (+0,5)%"
ORE 500 Ulei esential de oregano 500 6,17 (+0,4)%"%9 7,17 (+0,8)"°
THY 100  Ulei esentjal de cimbru 100 5,33 (+0,5)" 6,00 (+0,6)""
THY 250  Ulei esential de cimbru 250 6,33 (+0,5)%¢ 6,83 (+0,8)%"¢
THY 500  Ulei esential de cimbru 500 7,33 (+0,8)*° 8,00 (x0,6)*

*Valorile din aceeasi coloana urmate de exponent diferit sunt semnificativ diferite conform testului statistic
LSD (P<0,05). Valorile reprezinta media a sase determinari + D.S.

Dupa 24 h de termostatare, ONI 500 si THY 500 au inregistrat cea mai mare zona de
inhibitie, intre rezultatele celor doua probe neexistdnd diferente semnificative (P>0,05). De
fiecare data, marimea diametrului zonei de inhibitie a fost direct proportionala cu cresterea
concentratiei de ulei esential.
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4.1.3. Impactul solutiilor de uleiuri esentiale asupra caracteristicilor microbiologice ale
salatei

O reducere semnificativa (P<0,05) a numarului total de bacterii aerobe mezofile a fost
observata imediat dupa aplicarea tratamentului de spalare in cazul tuturor solutiilor de uleiuri
esentiale, in comparatie cu rezultatele obtinute in cazul probei martor, ce a inregistrat cea mai
mare valoare a acestui parametru microbiologic (6,7+0,07 log cfu g™).

Solutia THY 500 a finregistrat o valoare initiala a numarului total de bacterii aerobe
mezofile semnificativ redusa, acelasi rezultat fiind notat si de ONI 500 si ORE 500. Dupa 5 zile
de depozitare in conditii de refrigerare, probele control au inregistrat cea mai mare populatie
microbiana, concentratia numarului total de bacterii aerobe mezofile fiind cu 8,38% mai mare
decat in ziua 0, rezultat semnificativ diferit fata de cel obtinut in cazul utilizarii solutiilor de uleiuri
esentiale (P<0,05), ONI 500 inregistrand cea mai insemnata diferenta fata de proba control, o
concentratie cu 21,07% mai redusa a numarului total de bacterii aerobe mezofile. La finalul
depozitarii, ONI 250 a nregistrat cea mai mare reducere microbiana, cu 5,99% fata de proba
control.

Imediat dupa ce tratamentul de spalare a fost aplicat, ORE 500 a notat cea mai eficienta
activitate antimicrobiana fatd de enterobacterii. in timpul depozitarii, ONI 250 si ONI 500 au
inregistrat rezultate semnificativ diferite (P<0,05) fata de cele solutia control, insa numai ONI
250 a inregistrat cea mai redusa dezvoltare a enterobacteriilor. Drojdiile si mucegaiurile au
inregistrat o usoara dezvoltare in cazul probelor control pe parcursul depozitarii, insa rezultatele
au aratat ca acestea nu au fost principalele microorganisme de alterare ale probelor de salata
proaspat taiata. La finalul depozitarii, ONI 100 a fost singura proba ce nu a inregistrat un
rezultat semnificativ diferit fata de cel al probei control (P>0,05).

Observand diferentele intre rezultatele obtinute in cazul celor trei parametri
microbiologici urmariti, este evident faptul ca solutile de uleiuri esentiale au un efect inhibitor
imediat in ceea ce priveste dezvoltarea numarului total de bacterii aerobe mezofile, fiind
obtinutd o reducere a acestora de cca. 1,0 log ufc g™, un rezultat similar fiind obtinut de Nou si
Luo (2010), cand un tratament de 60 s apa clorinata a fost utilizat la spalarea salatei verzi
proaspat taiate. Apa clorinata este de departe cel mai utilizat agent dezinfectant in industria
aimentelor minimal procesate, insa eficienta ei este minima (Allende et al., 2008; Velazquez et
al., 2009; Bermudez-Aguirre and Barbosa-Canovas, 2013).

Acest studiu arata ca solutiile de spalare contindnd uleiuri esentiale nu au numai un
efect inhibitor imediat asupra dezvoltarii microorganismelor, ci sunt capabile sa mentina
parametrii microbiologici constanti si la nivelui joase de-a lungul unei perioade de depozitare de
5 zile in conditii de refrigerare, in timp ce apa clorinata de la robinet nu este capabila sa atinga
aceste rezultate.

4.1.4. Impactul solutiilor de uleiuri esentiale utilizate asupra caracteristicilor fizico-
chimice ale salatei gata-de-consum

e Compozitia gazelor din interiorul ambalajului

In ziua 5 de pastrare, nu au fost observate diferente semnificative (P>0,05) intre probe,
insa la finalul depozitarii, proba control a inregistrat cea mai scazuta concentratie de CO, si cele
mai ridicate valor pentru O,, In timp ce pentru amandoi parametrii, ONI 500 si ORE 500 au
inregistrat rezultate semnificativ diferite (P<0,05). O posibila explicatie a acestora poate fi
atribuita faptului ca utilizarea unor concentratii mai ridicate de uleiuri esentiale poate afecta rata
de respiratie a probelor de salata. Concentratii ridicate de uleiuri esentiale de ceapa si oregano
pot duce la aparitia unui efect de stres mai accentuat la nivelul {esutului vegetal, cauzat de
tratamentele de spalare mai concentrate (Surjadinata and Cisneros-Zevallos, 2003), asa cum
concentratji ridicate de ceai verde au fost mentionate drept factori ce cresc rata de respiratie a
salatei proaspat taiate (Martin-Diana et al., 2008).
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° pH

Probele control au inregistrat un pH initial de 5,89 £ 0,05. Imediat dupa ce tratamentele
de spalare au fost aplicate, doar ONI 250 si ORE 100 au inregistrat diferenfe semnificative
(P<0,05) fata de probele control, in timp ce, in ziua 5 de depozitare, nu a fost notata nicio
diferenta semnificativa intre probe (P>0,05). La finalul perioadei de pastrare, o crestere a pH-
ului s-a observat in cazul tuturor probelor, fenomen mentionat si de alti autori (Gomez-Lépez et
al., 2005; Martin-Diana et al., 2008), si interpretat drept un efect al dezvoltarii microorganismelor
Gram negative. In ziua 10 de pastrare, ONI 250 a aratat din nou un rezultat semnificativ diferit
(P<0,05) fata de cel al probelor control, la fel si THY 100, in timp ce probele control au
inregistrat cea mai redusa valoare de pH, de 5,97 + 0,27.

e Activitatea apei

Efectul imediat al uleiurilor esentiale asupra activitatii apei a fost semnificativ diferit
(P<0,05) fata de cel inregistrat in cazul folosirii apei de la robinet, ce a inregistrat valorile cele
mai reduse, cu exceptia ONI 100, care a obfinut diferente nesemnificative (P>0,05) fata de
proba martor. In timpul depozitarii, in ziua 5, proba control si ONI 100 si-au mentinut valorile
scazute si nu au inregistrat nicio diferen{a semnificativa (P>0,05) intre ele. La finalul depozitarii,
probele de salata spalate cu apa de la robinet au consemnat diferenfe semnificative (P<0,05)
fatd de probele tratate cu solutiile de uleiuri esentiale, in ceea ce priveste valorile ay. Toate
probele au fost capabile sa mentina valori constante ale acestui parametru in primele 5 zile de
depozitare, in timp ce in ziua 10 toate probele de salata au inregistrat valori reduse ale activitatii
apei.

e Culoare

Imediat dupa ce tratamentele de spalare au fost aplicate, nu au fost inregistrate
diferente semnificative (P>0,05) intre probe in ceea ce priveste valorile L*, a* si b*. In ziua 5 de
depozitare, ONI 100, ONI 250, THY 250 si THY 500 au indicat valori L* scazute, ceea ce poate
indica aparitia fenomenului de imbrunare (Martin-Diana et al., 2008), insa doar ONI 250, ORE
250 si THY 500 au inregistrat diferente semnificative (P<0,05) fata de probele control, cand
diferenta totala de culoare a fost calculata.

In comparatie cu probele control, probele tratate cu solutile de uleiuri esentiale au
inregistrat valori reduse in cazul luminozitatii in ziua 5, fenomen observat si de Martin-Diana et
al. (2008) in cazul utilizarii extractului de ceai verde in vederea prelungirii perioadei de
valabilitate a salatei proaspat taiate. O crestere a valorilor parametrului a* a fost observata in
cazul tuturor probelor pe parcursul perioadei de pastrare, indicand o trecere de la verde spre
rosu, insa aceasta diferentda a fost mai pronuntatd pentru probele control, ce au aratat o
diferentd de dou& ori mai mare decat restul probelor, in timpul depozitarii. Intrucat acest
parametru poate reflecta, de asemenea, pierderea clorofilei (Bolin and Huxoll, 1991), acest
studiu demonstreaza ca tratamentele de spalare cu uleiuri esentiale nu afecteaza culoarea
verde a frunzelor imediat dupa aplicare.

4.1.5. Impactul solutiilor de uleiuri esentiale utilizate asupra atributelor senzoriale ale
salatei gata-de-consum

e Raspunsul nasului electronic

Discriminarea intre diferite probe de salata a fost realizatd prin utilizarea analizei
componentelor principale (PCA), bazata pe raspunsul tuturor senzorilor, astfel incat sa poata fi
evitata orice posibila variatie datoratd selectiei automate a senzorilor optimi pentru probele
supuse testarii. Nasul electronic a fost utilizat in scopul evaluarii diferentelor volatile dintre
probe, aparute ca urmare a utilizarii uleiurilor esentiale in etapa de spalare a salatei proaspat
taiate. Imediat dupa aplicarea tratamentului de spalare, rezultatele PCA au reprezentat 87% din
variatia totala de date si au evidentiat separarea probelor conform tratamentului de spalare
aplicat.
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Figura 4.1. Analiza PCA a raspunsului senzorilor si rezultatele probelor de salata tratate cu 100
ppm ulei esential de ceapa, pe durata a 10 zile de depozitare (variatie explicata = 93%)

Pentru a putea investiga profilul volatil al probelor de salata pe parcursul perioadei de
depozitare, si pentru a putea gasi un comportament de grup care sa poata fi atribuit termenului
de valabilitate al salatei proaspat taiate (Peris and Escuder-Gilabert, 2009), probele au fost
aranjate conform tratamentului de spalare aplicat. Graficele PCA au aratat rezultate similare
pentru probele control in decursul perioadei de pastrare, acestea fiind reprezentate de fiecare
data in acelasi cadran al graficului. Micile diferente aparute intre probe evidentiaza stabilitatea
probelor de salatd pe durata depozitdrii in conditii de refrigerare. in decursul perioadei de
depozitare de 10 zile, toate tratamentele aplicate au aratat aceeasi tendinta de-a lungul
componentelor principale, cu exceptia ONI 100 si ONI 250. in cazul acestor doud probe,
rezultatele arata ca diferenta dintre probele control si probele ONI, in prima zi, a fost cea mai
evidenta, in timp ce in ziua 5 probele ONI au fost regasite intr-un cadran mai apropiat fata de
martori. O posibila explicatie a acestui rezultat poate fi atribuitd prezentei unor agenti volatili
puternici imediat dupa aplicarea tratamentului, a caror intensitate a scazut pe parcursul
depozitarii. Probele ONI 500 au inregistrat un model asemanator tuturor probelor ORE si THY.
Separarea probelor ORE si THY in funciie de timpul de depozitare a dezvoltat aceeasi
distributie a PCA, totalizadnd un indice de discriminare de 90%, respectiv 92%. Toate cele trei
concentratiii testate de uleiuri esentiale de oregano si cimbru au fost capabile sa mentina
proprietatile senzoriale initiale pana in ziua 5 de depozitare, urmand apoi o deteriorare
semnificativa a probelor, ce a putut fi inregistrata in ziua 10 de analiza.

Eficienta solutiilor de spalare pe baza de uleiuri esentiale nu a putut fi regasita la finalul
perioadei de depozitare, dar tendinta analizei PCA a probelor este luata in calcul in vederea
definirii unui timp de stabilitate al mentinerii prospetimii (Torri et al., 2010). Asadar, rezultatele
obtinute subliniaza aplicabilitatea tehnologiei denumite nas electronic de a verifica modificarile
senzoriale, sistemul puténd reprezenta o varianta avantajoasa de monitorizare a termenului de
valabilitate al salatei proaspa taiate dar si de detectare obiectiva a modificarilor volatile ce pot
avea loc ca rezultat al utilizarii tratamentelor de spalare pe baza de uleiuri esentiale, venind
astfel in completarea rezultatelor ob{inute prin analiza senzoriala clasica, cu ajutorul panelului.

¢ Raspunsul panelului instruit
Pentru verificarea performantei nasului electronic in anticiparea termenului de
valabilitate al salatei proaspat taiate, sistemul olfactiv de masurare a fost corelat cu valorile

obtinute din analiza senzoriala realizatd de un panel instruit. Proprietatile senzoriale ale

23



Smeu Irina. Solutii potentiale de prelungire a termenului de valabilitate al salatei verzi gata-de-consum

probelor s-au depreciat continuu. Considerand limita de acceptabilitate si rezultatele aprecierii
totale, toate solutiile de spalare pe baza de uleiuri esentiale au fost acceptate de catre panelisti.
Totusi, in ziua 0, mirosuri necaracteristice au fost mai persistente in cazul probelor ONI 250 si
ONI 500, ele fiind semnificativ diferite (P<0,05) fata de probele control si cele spalate cu solutji
continand uleiuri esentiale de oregano si cimbru, ca urmare a unui impact senzorial mai puternic
al unor concentratii mai ridicate faia de aroma mai slaba a salatei (Gutierrez et al., 2009).
Conform acestor rezultate, trebuie subliniat faptul ca uleiul de ceapa utilizat in concentratii mai
mari de 100 ppm duce la aparitia unei arome puternice nedorite, asa cum a fost ea descrisa de
panelisti. In ziua 5 de depozitare, toate probele au aritat semne de degradare, in comparatie cu
ziua initiala. Cu toate acestea, probele tratate cu uleiuri esentiale au fost acceptate in ceea ce
priveste calitatile senzoriale. La finalul depozitarii, probele control au inregistrat cele mai bune
rezultate privind toate atributele chestionate. Cu toate ca acest tip de analiza este dependenta
de preferintele umane (Mexis et al., 2009), in general, caracteristicile senzoriale naturale ale
produsului au fost substantial afectate de utilizarea unor concentratji diferite de uleiuri de ceapa,
oregano si usturoi, fiind astfel inregistrate diferenfe semnificative (P<0,05) in ceea ce priveste
aprecierea totala, raportat la probele control. O posibila explicatie a acestui rezultat poate fi
legatd de un efect temporar al uleiurilor esentiale, ce nu a persistat pana in ultima zi de
depozitare.

4.2. Concluzii

Buna corelare a rezultatelor bazate pe tehnicile clasice de analiza fizico-chimica (pH,
culoare, activitatea apei, compozitia gazelor din interiorul ambalajului) si datele microbiologice
au confirmat analiza senzoriala privind dependenta termenului de valabilitate al salatei proaspat
taiate de tipul de tratament de spalare aplicat. in ceea ce priveste eficienta microbiana imediata
dar si pe termen lung, de-a lungul perioadei de depozitare, ONI 500, ONI 250 si THY 500 au
obtinut cele mai bune rezultate, in timp ce datele analizelor fizico-chimice au aratat ca doar
utilizarea unor concentratii reduse de uleiuri esentiale conduce la mentinerea calitatii si
prospetimii salatei proaspat taiate. Totusi, in ceea ce priveste atributele senzoriale, atat nasul
electronic cat si panelul instruit au evidentiat faptul ca solutile de spalare contindnd uleiuri
esentiale nu au fost capabile sa mentina proprietatile senzoriale initiale pana in a zecea zi de
depozitare. Cu toate acestea insa, utilizarea solutiilor de spalare contindnd uleiuri esentiale
naturale a condus la mentinerea constanta a valorilor unor parametri fizico-chimici importanti
precum activitatea apei si pH-ul, ce au contribuit astfel la obtinerea unor bune rezultate
microbiologice pana in ziua 5 de depozitare, in timp ce perioada de valabilitate comerciala a
acestui produs, ambalat in atmosfera normala si tratat cu solutii de spalare clorinate nu
depaseste de obicei 3 zile. Posibile proiecte pe baza acestui studiu ar putea include dezvoltarea
unui tratament natural de sanitizare a salatei proaspat taiate astfel incat solutiile clorinate sa fie
inlocuite, insa mai sunt necesare studii viitoare privind optimizarea procesului de evaluare al
perioadei de valabilitate al produselor minimal procesate. De vreme ce ONI 500 a fost
considerata o concentratie prea mare, ce a avut un impact negativ asupra atributelor senzoriale,
este nevoie de o dezvoltare viitoare a tratamentului cu uleiuri esentiale, care sa perimita o mai
buna Tntelegere a interactiior complexe atunci cand concentratii de 300 pana la 500 ppm ulei
esential de ceapa sunt folosite.

Capitolul 5. UTILIZAREA TRATAMENTULUI CU PLASMA RECE CA
METODA DE DECONTAMINARE A SALATEI VERZI

5.1. Efectele tratamentului cu plasma rece asupra inactivarii microorganismelor
Escherichia coli 0157:H7 si Listeriainnocua

5.1.1. Rezultate si discutii
In urma aplicarii tratamentului cu plasma rece, s-a observat o reducere semnificativa a
viabilitatii Escherichia coli O157:H7, respectiv Listeria innocua. In cazul probelor control,

recuperarea populatiei microbiene a fost de 5,4 pana la 6,7 log ufc mL™. TIn ceea ce priveste

24



Smeu Irina. Solutii potentiale de prelungire a termenului de valabilitate al salatei verzi gata-de-consum

reducerea concentratiei microbiene a probelor supuse tratamentului cu plasma, raportata la

probele martor, aceasta a variat in functie de puterea, distanta si timpul de expunere (Fig. 5.1.),
fiind inregistrate reduceri de pana la 4,6 log ufc mL™.
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Figura 5.1. Reducerea concentratiei microbiene in urma tratamentului cu plasma: (A) E.
coli O157:H7, 10 W; (B) Listeria innocua, 10 W; (C) E. coli 0157:H7, 15 W; (D) Listeria innocua,
15 W; (E) E. coli O157:H7, 25 W; (F) Listeria innocua, 25 W

Pe baza rezultatelor microbiologice obtinute, parametrii regresiilor liniare ai
dependentelor putere — distanta au fost folositi pentru estimarea timpului de reducere decimala
(valoarea D) pentru cele doua microorganisme supuse tratamentului cu plasma rece (Mazzila et
al., 2003; Nicolau, 2006), cu ajutorul programului OriginPro 8 (Tabel 5.1.).

Tabel 5.1. Timpul de reducere decimalé (valorile D) pentru E. coli O157:H7 gi L. innocua
supuse tratamentului cu plasma rece

Distanta _ Timpul de reducere decimalé D (_s)_
(cm) Escherichia coli 0157:H7 Listeria innocua
10w 15W 25W 10w 15W 25W
2 139,28 95,60 51,12 88,97 72,83 25,71
3 200,00 143,47 69,74 203,67 242,72 82,10
4 223,71 171,23 122,25 153,37 153,37 97,85
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e Puterea

Puterea de 10 W a reprezentat puterea minima la care dispozitivul utilizat a putut
mentine stabilitatea jetului de plasma. in timpul experimentelor, s-a putut observa c& o data cu
cresterea puterii si fara a modifica ceilalii doi parametri de proces, distanta, respectiv timpul de
actiune, zona de actiune a jetul de plasma se extinde, rezultatele fiind in concordanta cu
observatiile lui Weltmann et al. (2008). Utilizdnd aceaasta putere, s-a obtinut o reducere a
populatiei E. coli 0157:H7 de 0,6 pana la 0,9 log ufc mL™, respectiv 0,4 pana la 1,4 log ufc mL™
in cazul Listeria innocua, Tn raport cu probele martor. Prin marirea puterii pana la 25 W,
populatia E. coli O157:H7 a putut fi inactivatd cu 2,5 log ufc mL™, in timp ce L. innocua a
inregistrat o reducere maximéa de 4,6 log ufc mL™ fatd de probele martor. Asadar, o mérire a
puterii la care sistemul generator de plasma functioneaza conduce la o crestere a inactivarii
populatiei microbiene in mod direct proportional.

o Distanta

In cazul tuturor combinatiilor de parametri de proces, s-a observat ca o distantd de 2 cm
intre varful emitatorului de plasma si proba supusa testarii a condus la cea mai insemnata
reducere microbiana, atat in cazul E. coli O157:H7 cat si a L. innocua. Astfel, pentru E. coli
0157:H7, a fost inregistratd o reducere a populatiei microbiene de pana la 2,5 log ufc mL™, in
timp ce pentru L. innocua inactivarea microorganismelor a fost de 4,6 log ufc mL™, in raport cu
probele martor. Tn cazul méririi distantei dintre varful emitatorului de plasma si probé la 3 cm, s-
au inregistrat reduceri de 0,4 pana la 1,9, respectiv 0,4 pana la 1,6 log ufc mL™ pentru E. coli
0O157:H7 si L. innocua, iar la distanta de 4 cm, inactivarea E. coli O157:H7 a fost de 0,1 pana la
0,9 log ufc mL™, in timp ce L. innocua a fost redusa cu 0,4 pana la 1,5 log ufc mL™.

e Timpul

In ceea ce priveste durata de timp a aplicarii tratamentului cu plasma3, cele mai bune
rezultate au fost obtinute dupa 120 s de tratament, in cazul ambelor microorganisme testate.
Astfel, in cazul E. coli O157:H7, dupa 120 s tratament cu plasma, a fost inregistrata o reducere
a populatiei bacteriene de 2,5 log ufc mL™ in comparatie cu proba martor, la o putere de 25 W
si o distanta de 2 cm. Tn aceleasi conditii, L. innocua a fost redus& cu 4,6 log ufc mL™. Tn cazul
aplicarii tratamentului timp de 60 s, s-a observat ca rezultatele inregistrate, atat in cazul E. coli
O157:H7, cat si a L. innocua, au fost aproximativ egale la distanta de 4 cm, indiferent de
puterea utilizata, in timp ce la distania de 2 cm, reducerea inregistrata a fost direct
proportionala cu puterea aplicata.

Tabel 5.2 Reducerea E. coli O157:H7 si Listeria innocua inregistrata in urma tratamentului cu plasméa

Distanta E. coli O157:H7*, log ufc mL™ Listeria innocua*, log ufc mL™
(cm) Timp (s) Putere (W) Putere (W)

10 15 25 10 15 25

30 0,6 1,5 1,1 0,6 0,4 1,2

2 60 0,7 1,8 1,4 1,0 0,8 3,3

120 0,9 1,5 2,5 1,4 1,7 4,6

30 0,6 0,4 1,1 0,8 0,4 0,9

3 60 0,6 0,5 1,4 0,8 0,4 1,0

120 0,7 0,9 1,9 0,8 0,6 1,6

30 0,7 0,1 0,2 0,4 1,1 1,2

4 60 0,6 0,6 0,6 0,8 0,8 1,2

120 0,7 0,6 0,9 0,8 1,0 1,5

*Valorile prezentate in tabel reprezinta valoarea medie a reducerii microbiene raportata la probele martor
(0 s), exprimata in log ufc mL™

e Microorganisme

Se observa ca in urma aplicarii tratamentului cu plasma la o distanta de 2 cm, respectiv
4 cm, reducerea bacteriei E. coli O157:H7 a fost mai putin pronuntata decéat cea a L. innocua. In
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cazul tuturor distantelor testate si la toate puterile incercate, dupa primele 30 s de tratament,
ambele microorganisme au raspuns aproximativ la fel tratamentului, reducerile bacteriene
inregistrate fiind asemanatoare. O data cu marirea timpului de actiune a tratamentului cu
plasma, reducerea bacteriana in cazul L. innocua a fost mai evidenta, iar la 25 W/2 cm/60 s
reducerea a fost aproape dubla fatd de cea rezultatd in cazul E. coli 0157:H7. Intrucat conditiile
de lucru au fost identice in cazul ambelor microorganisme, la fel si tratamentul cu plasma
aplicat, diferenta poate fi explicatd de structura diferitd a peretelui celular a celor doua
microorganisme.

5.1.2. Concluzii

O scadere a populatiei microbiene a fost observata in urma aplicarii tratamentului cu
plasma. Inactivarea bacteriana este dependentd de timpul de actiune a tratamentului, de
puterea acestuia, cat si de distanta de la care proba este tratatd. Microorganismele utilizate in
cadrul experimentelor au prezentat un nivel de sensibilitate diferit. Astfel, L. innocua s-a dovedit
a fi mai sensibila la tratamentul cu plasméa rece decat E. coli O157:H7. In urma rezultatelor
obtinute, efectul antimicrobian al tratamentului cu plasma rece a fost evident, atat fata de
microorganismele Gram pozitive cat si de cele Gram negative.

5.2. Efectele tratamentului cu plasma rece asupra calitatii salatei proaspat taiata
5.2.1. Rezultate si discutii
o Efectele tratamentului cu plasma asupra eficientei fotochimice

Fluorescenta clorofilei a fost masurata in vederea analizarii raspunsului frunzelor de
salata mielului proaspat taiata fata de diferiti parametri de proces ai tratamentului cu plasma,
astfel incat calitatea produsului sa poata fi cuantificata.

Conform figurii 5.2., ce indica raspunsul {esutului plantei la stresul extern aplicat, nivelul
maxim al eficientei fotochimice (F./Fy) a fost semnificativ afectat in urma aplicarii tratamentului
direct cu plasma rece, la o distanta de 2 cm intre varful emitatorului de plasma si suprafata
frunzei. O extindere a duratei tratamentului de la 2 min la 3, respectiv 4 min a condus la o
reducere similara a activitatii metabolice a probelor testate.
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Figura 5.2. Eficienta fotochimica maxima a frunzelor de salata mielului in urma aplicarii a diferiti
timpi de tratament cu plasma la distanta de 2 cm, pe parcursul perioadei de depozitare

In mod contrar ins&, un tratament de 1 min cu plasm& a prezentat doar o alterare
moderatd a raportului F,/F,. In cazul tuturor probelor analizate, nivelul initial de inhibare a
eficientei fotochimice a fost mentinut pe durata intregii perioade de depozitare, fara a exista o
variatie semnificativa in decursul perioadei determinate (Fig. 5.3).
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Figura 5.3. Modificarea raportului F,/F,, in ziua 0 dupa 0, 2 si 4 min de tratament cu plasma (A,
B, C), ziua 2 dupa 0, 1 si 3 min de tratament (D, E, F) si ziua 4 dupa 0, 1 si 2 min de tratament
cu plasma rece (G, H, I).

In cazul tratamentului indirect cu plasma, utilizarea distantei de 4 cm dintre varful
emitatorului de plasma si proba a condus la obfinerea unor valori mai bune ale raportului F./F,
decat cele obtinute in cazul utilizarii distantei de 2 cm, pentru toti timpii de actiune testati. Pe
parcursul perioadei de depozitare, valorile eficinetei fotochimice ale tuturor probelor tratate
descresc. Ele ating o valoare medie dupa prima zi de depozitare, urmand ca valorile raportului
F./Fn, sa nu prezinte diferente importante pe durata depozitarii.

Rezultatele obtinute arata ca tratamentul cu plasma realizat in conditiile prezentate si
aplicat pentru o duratda mai lungad de 1 min, conduce la o deteriorare ireversibila a sistemului
metabolic al plantei. Asadar, rezultatele obtinute pot fi de folos unor investigatii ulterioare, in
care probele sa fie supuse tratamentului cu plasma pentru perioade mai reduse de timp si la
distante mai mari fata de varful emitatorului de plasma, pentru evitarea inhibarii activitatii
metabolice a plantei analizate.

o Efectele tratamentului cu plasma asupra spectrelor de emisie ale fluorescentei

Masurarea emisiei fluorescentei a fost utilizatda drept indicator al calitatii interne al
frunzelor de salata tratate cu plasma rece. Fluorescenta pigmentilor fotosintetici a fost analizata
in vederea evaluarii schimbarilor de ordin calitativ ale frunzelor de salata mielului, in functie de
diferitele tratamente aplicate. Spectrele emisiei de fluorescentd de-a lungul perioadei de
depozitare dupa aplicarea tratamentului cu plasma la o distanta de 2 cm fata de proba sunt
prezentate in figura 5.4.
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Figura 5.4. Flurescenta frunzelor de salata mielului dupa O min (A), 1 min (B), 3 min (C) si 4 min
(D) de tratament cu plasma rece la o distanta de 2 cm
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In cazul probelor martor se poate observa cd pe parcursul perioadei de depozitare,
intensitatea fluorescentei descreste, drept rezultat al degradarii clorofilei. Cu toate acestea,
frunzele de salata tratate cu plasma prezinta diferite intensitati ale emisiei de fluorescent3,
datorita duratei diferite a tratamentului aplicat. Astfel, la distanta de 2 cm, dupa 1 min de
tratament cu plasma, intensitatea fluorescentei frunzei tratate poate fi comparatda cu cea a
probei control, insa o datd cu marirea perioadei de aplicare a tratamentului, intensitatea
fluorescentei este invers proportionala cu durata tratamentului aplicat. Aceste rezultate pot
indica faptul ca un declin al gradului de fluorescenta, indiferent de lungimea de unda a emisiei
sau de excitatia aplicata, poate sugera o scadere a continutului de clorofila.

Grzegorzewski et al. (2011) a indicat ca datorita speciilor puternic reactive ale plasmei,
poate avea loc o dezintegrare a membranelor celulare in cazul probelor supuse tratamentului,
fenomen urmat de eliberarea componentelor celulare. Acestea pot conduce la obfinerea de
rezultate diferite, iar intensitatea fluorescentei probelor supuse tratamentului poate avea valori
mai mari decat cele obtinute in cazul probelor martor.

e Efectele tratamentului cu plasma asupra culorii

in urma aplicarii tratamentului direct cu plasmé la o distantd de 2 cm, s-a observat o
afectare a culorii frunzelor de salata mielului. O modificare considerabila a culorii a fost
observata in prima zi in cazul tuturor probelor tratate cu plasma (Fig. 5.5). Imediat dupa
tratamentul cu plasma, probele tratate timp de 4 min au prezentat cea mai semnificativa
diferenta in raport cu probele control.
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Figura 5.5. Diferenta totala de culoare de-a lungul perioadei de depozitare a probelor tratate cu
plasma (2 cm)

Pe perioada depozitarii, frunzele de salata netratate au prezentat cea mai pronuntata
variatie a culorii in raport cu cea inregistrata in ziua 0. Pe durata celor 4 zile de depozitare,
variatia culorii s-a datorat in special modificarilor valorilor parametrului a*, aceasta inregistrand
cea mai mare sensibilitate pe parcursul depozitdrii. In mod contrar, valorile parametrului L*
(luminozitate) au ramas aproximativ uniforme in timpul perioadei de depozitare. In urma aplicarii
unui tratament la o distanta de 4 cm, diferentele de culoare au fost cu mult mai reduse in
comparatie cu cele rezultate in urma aplicarii tratamentului la distanta de 2 cm.

S-a observat ca variatia parametrului a* a fost cea mai evidenta, atat in cazul probelor
tratate cu plasma in raport cu cele control, in ziua 0, cat si in timpul depozitérii. intrucat procesul
de Tmbrunare poate fi exprimat in functie de valoarea a*, rezultatele obtinute in acest studiu
sunt in acord cu cele enuntate de Lonchamp et al. (2009), privind fenomenul de imbrunare al
frunzelor in timpul perioadei de depozitare, respectiv al pierderii culorii verzi in cazul probelor
netratate cu plasma, in acest caz.

5.2.2. Concluzii

A fost observata ca o ajustare a parametrilor de proces ai dispozitivului emitator de
plasma conduce la modificari ale efectelor tratamentului aplicat asupra probelor testate. In cazul
tratarii unor produse alimentare, dar in mod special al tratarii fructelor si legumelor proaspat
taiate, care isi pierd rapid calitatile datorita proceselor de degradare (respiratie, senescenta,
microbiota naturald). in cazul aplicarii tratamentului direct cu plasma, la o distanta de 2 cm fat&
de probele testate, cele mai bune rezultate obtinute, in ceea ce priveste atributele calitative
analizate imediat dupa aplicarea tratamentului dar si pe parcursul perioadei de depozitare, au
fost obtinute aplicand tratamentul timp de 1 min. In cazul aplicarii tratamentului indirect cu
plasma, la distanta de 4 cm fata de probele testate, rezultate satisfacatoare au fost obtinute atat
dupa 1 min, cat si dupa 2 min.

In functie de parametrii de proces aplicati, calitatea frunzelor de salaté a fost afectata in
mod diferit. Cu toate acestea, condifile de aplicare a tratamentului cu plasma trebuiesc
intotdeauna adaptate tipului de produs alimentar testat.
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5.3. Efectele tratamentului cu plasma rece asupra frunzelor de salata inoculate cu
Escherichia coli O157:H7

5.3.1. Rezultate si discutii

e Supravietfuirea E. coli 0157:H7 inoculata pe salata in urma aplicarii tratamentului
cu plasma

In urma testelor efectuate, se observd ca nu existd o diferentd semnificativd intre
rezultatele obtinute in urma aplicarii tratamentului cu plasma rece la o distanta de 3, respectiv 4
cm. Se observa raspunsul similar al microorganismelor tratate la cele doua distante. Imediat
dupa aplicarea tratamentului cu plasma, in ziua 0, la distanta de 3 cm, reducerea microbiana
cea mai insemnata s-a inregistrat dupa 4 min de tratament, scaderea medie fiind de 2,3 log ufc
mL™, in timp ce in urma aplicarii tratamentului timp de 2 si 3 min, au fost obtinute valori similare
in ceea ce priveste inactivarea E. coli H157:07, reducerea microbiana fiind de 1,7 log ufc mL™,
respectiv. 1,6 log ufc mL™. La distanta de 4 cm, rezultatul cel mai bun al inactivarii
microorganismului inoculat pe salata a fost obtinut in urma aplicarii tratamentului cu plasma
timp de 3 min, reducerea inregistrata fiind de 3,4 log ufc mL™ fatd de proba martor. In urma
depozitarii probelor in conditii de refrigerare, se observa o scadere pronuntatd a concentratiei
microbiene in primele doua zile. La finalul perioadei de depozitare, reducerea microbiana atinge
valoare minima de detectie in cazul probelor tratate cu plasma rece.

Asadar, in urma rezultatelor obfinute se poate spune ca tratamentul cu plasma rece a
inregistrat un efect antimicrobian imediat dupa aplicare. Rezultatele cele mai bune au fost
obtinute in urma utilizarii unei distante de 4 cm intre varful emitatorului de plasma si suprafata
probei, la un timp de aplicare a tratamentului de 3, respectiv 4 min.

o Cinetica populatiei microbiene inoculata pe salata in decursul perioadei de
depozitare

in cazul probelor control, inoculate cu o concentratie de 5 — 6 log ufc mL™*, a fost
inregistratd o reducere microbiana de 2,4 log ufc mL™* dupa 2 zile de depozitare in conditii de
refrigerare. La sfarsitul perioadei de depozitare, in ziua 4, concentrafia microbiana a probelor
control a fost de 1,6 log ufc mL™, cu 3,4 log ufc/mL mai redusd decat la momentul inceperii
activitatilor experimentale. Intrucat acestor probe nu le-a fost aplicat niciun tratament de
decontaminare, reducerea microbiana insemnata ce a fost inregistrata poate fi datorata
neadaptarii tulpinii microbiene utilizate la suprafata pe care a fost inoculata, reprezentata de
frunza de salata, in conditiile de depozitare aplicate.

In urma aplicarii tratamentului cu plasma rece, cea mai importanta reducere microbiana
a fost inregistrata de proba tratata timp de 3 min la o distanta de 4 cm, in timp ce dupa primele
2 zile de depozitare in conditii de refrigerare, acelasi rezultat a fost inregistrat de probe tratate
timp de 2, respectiv 4 min la distania de 4 cm. La finalul perioadei de depozitare, rezultatele
obtinute in cazul probelor tratate la distanta de 3 cm au fost similare cu cele inregistrate la
distanta de 4 cm si situate in jurul limitei de detectie.

5.3.2. Concluzii

Asa cum nota si Perni et al. (2008), reglajul electric prin adaptarea intensitatii poate
schimba modul in care plasma afecteaza bacteriile, astfel incat sa se ajunga de la vatamari
subletale ale celulelor la unele letale; acest lucru reprezintd o noua descoperire, similara cu
strategiile de intensificare a decontaminarii prin marirea tensiunii impulsurilor electrice sau a
temperaturii in cazul tratamentelor termice, metode care s-au dovedit a fi eficiente in cazul
microorganismelor afectate subletal.

In urma activitstilor experimentale desfisurate, s-a observat ca distanta dintre varful
emitatorului de plasma si suprafata probei reprezinta un parametru important al aplicarii
tratamentului cu plasma rece produselor alimentare. Astfel, utilizand dispozitivul generator de
plasma sub forma de jet descris anterior, se poate spune ca o distanta de 4 cm poate fi utilizata
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astfel incat sa se asigure o inactivare a microorganismului E. coli O157:H7 prin aplicarea
tratamentului timp de 2-3 min.

Capitolul 6. RELEVANTA PRACTICA A TEZEI DE DOCTORAT, CONTRIBUTII
ORIGINALE Sl PERSPECTIVE DE CONTINUARE A CERCETARILOR

Relevanta practica a tratamentelor propuse

Studiile prezentate in teza se doresc a fi un raspuns la tendinta europeana de eliminare
a solutiilor clorinate din apa de spalare a produselor conventionale minimal procesate, pentru
evitarea formarii de produsi cancerigeni, ca urmare a reacfiei clorului activ cu materia organica.

Astfel, au fost utilizate solutii de spalare pe baza de acizi organici i uleiuri esentiale din
plante.

In urma testarii solutiilor de acid citric, acid ascorbic si acid lactic, in concentratii de 1%
si 2%, acidul citric a obtinut cele mai bune rezultate, atat din punct de vedere microbiologic cat
si senzorial, in ambele concentratii utilizate, rezultate comparabile cu cele obtinute in urma
utilizarii solutjilor clorinate. Asadar, utilizarea unei solutii de 1% acid citric poate reprezenta o
solutie optima de inlocuire a solutiilor clorinate utilizate in prezent in etapa de spalare a salatei
gata-de-consum.

Solutiile pe baza de uleiuri esentiale de ceapa, oregano si cimbru au demonstrat un
puternic efect antimicrobian faia de bacteriile des asociate cu acest produs vegetal, insa
necesitatea utilizarii solutiei de dimetil sulfoxid (DMSQO) in vederea obtinerii unei emulsii
omogene poate reprezenta un impediment in aplicarea acestui tip de tratament la nivel
industrial si acceptarea lui de catre consumatori, ceea ce impune inlocuirea lui cu un compus
natural care sa conduca la obtinerea unor rezultate similare, atat din punct de vedere
microbiologic cat si fizico-chimic si senzorial.

In ceea ce priveste utilizarea unui tratament cu plasma rece la presiune atmosferica ca o
metoda de decontaminare a salatei verzi, acest tratament a reprezentat cea mai eficienta
metoda antimicrobiand testatd. n acelasi timp insd, pentru obtinerea unor rezultate
satisfacatoare in ceea ce priveste mentinerea caracteristicilor fizico-chimice si a atributelor
senzoriale initiale ale produsului, si dupa aplicarea tratamentului cu plasma, dar si la finalul
perioadei de depozitare, eforturile de gasire a parametrilor optimi de proces in cazul
dispozitivului utilizat au necesitat indelungi activitati experimentale, iar rezultatele finale nu au
fost intotdeauna cele scontate. Utilizarea plasmei in industria alimentara poate fi limitata si
datorita speciilor reactive de oxigen care sunt produse, din cauza carora, produsele cu un
continut ridicat de lipide vor fi puternic afectate de procesul de oxidare, ducand la formarea de
acizi hidroxilici, acizi cetonici, acizi grasi cu lant scurt, aldehide care produc mirosuri neplacute.

Contributii originale

e Punerea la punct a unui protocol de lucru de utilizare a sistemului multisenzor pentru
controlul calitatii alimentelor (,nasul electronic”) pentru evaluarea amprentei senzoriale a
probelor de salata si stabilirea potentialului impact al unor concentratii diferite de solutii de
spalare pe baza de uleiuri esentiale asupra proprietatilor senzoriale si a termenului de
valabilitate al salatei verzi proaspat taiate;

e lzolarea si identificarea bacteriei Pseudomonas tolaasii utilizadnd sistemul de identificare
OmniLog®, in vederea utilizarii ulterioare a acestui microorganism din microbiota naturald a
salatei verzi, in scopul studierii, testarii si stabilirii efectelor antimicrobiene ale unor diferite
tratamente de spalare aplicate acestui produs vegetal;

o Stabilirea premiselor de a pune baza unei solutii tehnologice de utilizare a uleiului esential
de ceapa in procesul de spalare al salatei minimal procesate, astfel incat utilizarea solutjilor
clorinate sa fie evitata iar termenul de valabilitate al produsului ambalat in atmosfera
normala sa fie prelungit cu 2 zile;

e Realizarea primului studiu roménesc de utilizare a unui sistem generator de plasma rece la
presiune atmosferica, ca metoda de decontaminare a salatei verzi, efectele tratamentului
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fiind urmarite atat imediat dupa aplicarea lui, cat pe parcursul perioadei de depozitare a
produsului.

Perspective de continuare a cercetarilor

Rezultatele obtinute in urma realizarii acestui studiu subliniaza noi directii de cercetare
in domeniul alimentelor minimal procesate, in scopul prelungirii perioadei de valabilitate a
acestora si a mentinerii proprietatilor lor microbiologice, fizico-chimice si senzoriale initiale un
timp cat mai indelungat.

Astfel, noi tipuri de acizi organici ar putea fi supuse testarii, sau chiar amestecuri de
astfel de solutii, cu scopul afectarii intr-o proportie cat mai redusa a atributelor senzoriale ale
produsului.

in ceea ce priveste utilizarea uleiurilor esentiale in solutiile de spélare ale produselor
vegetale gata-de-consum, este nevoie de o dezvoltare viitoare a acestui tip de tratament, care
sa perimita o mai buna intelegere a interactiior complexe atunci cand sunt folosite concentratii
de 300 péna la 500 ppm ulei esential de ceapa.

Tratamentul cu plasma rece reprezinta o solutie inovativa de tratament post-recoltare in
cazul legumelor frunzoase, insa doar prin stabilirea unor parametri de proces adecvatli
produsului alimentar tratat, efectele nedorite privind calitatile senzoriale ale produsului supus
tratamentului pot fi evitate. De asemenea, studii care sa analizeze modificarile nutritionale gi
chimice care au loc in alimentele tratate cu plasma rece sunt necesare, astfel incat sa poata fi
cuantificata afectarea din punct de vedere nutritional a produsului supus acestui tratament.

Perspective de valorificare a rezultatelor cercetarii

Rezultatele obtinute in cadrul acestei lucrari de cercetare vor fi utilizate in scopul
obtinerii unui brevet pentru solutia de sanitizare pe baza de ulei esential de ceapa, astfel incat
aceasta sa poata fi utilizatad de procesatorii de legume proaspete, urmarindu-se in acest mod
evitarea utilizarii solutiilor clorinate in etapa de spalare a salatei gata-de-consum.
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