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INTRODUCERE

Alimentele functionale sunt intens studiate si promovate de diverse organisme din
domeniul alimentatiei si nutritiei. Ele sunt alimente care in forma intiala, fortificata, imbogatita
sau Tmbunatatitd ofera beneficii asupra sanatati. Dezvoltarea alimentelor functionale
presupune un proces complex si riscant deoarece trebuie indeplinite o multitudine de cerinte
tehnologice, legislative si senzoriale, pentru a satisface dorintele consumatorilor.

La nivel global, existd un mare interes pentru promovarea consumului de fructe si
legume in vederea imbunatatirii starii de sanatate. Datoritd continutului de compusi esentiali,
cum ar fi antioxidantii, cantitati importante de fructe si legume trebuie sa fie incluse in dieta
de zi cu zi. Sucurile sunt surse bune de vitamine si pot contribui, de asemenea, la cresterea
consumului general de fructe si legume.

Fermentarea lactica a sucului reprezintd o modalitate usoara de consum a fructelor si
legumelor deoarece imbunatateste proprietatile nutritive si senzoriale precum si perioada de
valabilitate. Fermentarea joaca roluri diferite in prelucrarea produselor alimentare:
conservarea alimentelor prin formarea de metaboliti inhibitori ai bacteriilor lactice, cum ar fi
acizi organici (acid lactic, acid acetic, acid formic, acid propionic), etanol, bacteriocine;
imbunatatirea sigurantei alimentare prin inhibarea agentilor patogeni sau indepartarea
compusilor toxici; imbunatatirea valorii nutritive si calitatii organoleptice ale produsului
alimentar.

Matricele alimentare tipice pentru dezvoltarea produselor probiotice sunt produsele
lactate fermentate, dar este posibila obtinerea de produse alimentare probiotice utilizdnd mai
multe matrici atat pentru produse fermentate, cat si nefermentate. Noi matrici alimentare,
cum ar fi sucurile de fructe si legume, au fost testate pentru a fi utilizate ca purtatori ai
microorganismelor probiotice si au avut rezultate promitatoare. Progresele tehnologice au
facut posibild utilizarea fructelor si legumelor ca substraturi ideale pentru dezvoltarea
probioticelor, deoarece acestea contin elemente nutritive benefice, cum ar fi minerale,
vitamine, fibre alimentare si antioxidanti. Produsele probiotice pe baza de produse vegetale
au o continua dezvoltare datorita cresterii popularitatii vegetarianismului si extinderii
intolerantei la lactoza in randul populatiei din intreaga lume.

O provocare importantd este mentinerea unui numar corespunzator de probiotice in
produsul alimentar in timpul prelucrarii si depozitarii, in scopul de a furniza beneficiile de
sanatate vizate. Factorii care afecteaza supravietuirea probioticelor in timpul depozitarii sunt:
ingredientele si aditivii alimentari, continutul in substantd uscata/ activitatea apei,
temperatura de depozitare, ambalajul, continutul de oxigen, pH-ul si aciditatea totala.
Conditiile de fermentare trebuie sa fie, de cele mai multe ori, adaptate pentru a maximiza

supravietuirea culturilor probiotice, fara a compromite stabilitatea matricii alimentare in care
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sunt integrate. Este important sa se cunoasca cultura probiotica potrivita pentru fermentare
pentru a proiecta produse alimentare care contin si mentin populatii mari de microorganisme
probiotice viabile in timpul prelucrarii si depozitarii produsului alimentar.

Obiectivul acestui studiu il reprezinta realizarea, prin procesul de fermentare cu
ajutorul microorganismelor probiotice, a unui aliment functional pe bazd de legume
radacinoase, cu potentiale efecte benefice in alimentatia copiilor, a vegetarienilor precum si
a persoanelor cu intoleranta la lactoza.

Cele trei legume selectate pentru acest studiu, sfecla rogie, morcovul si telina,
aduc un aport semnificativ. de compusi functionali cum ar fi carotenoidele, flavonoidele,
betalaine, viatminele B si C, minerale si fibre. Prin fermentare, valoarea functionala a sucului
de legume creste datoritd imbunatatirii stabilitati acestor compusi. Combinarea de
microorganisme probiotice si fibre obtinute din legume a dus la obtinerea unui produs
sinbiotic bogat in nutrienti. Stabilitatea calitatilor nutritionale si senzoriale a produsului
sinbiotic obtinut a fost testata pe toata perioada de depozitare a acestuia.

Obiectivele principale ale studiului sunt:

+ ldentificarea culturilor probiotice care se pot dezvolta in sucul de legume.

% Optimizarea procesului de fermentare pentru a obtine un produs probiotic cu o

perioada extinsa de valabilitate.

% Testarea in vitro a stabilitatii microorganismelor probiotice.

% Analiza fizico-chimica a produsului sinbiotic obtinut si a stabilitatii sale in timpul

depozitarii.

Structural, teza cuprinde o prima parte — Documentare - in care este prezentat
stadiul actual al cunoasterii prin studiul literaturii de specialitate, si cea de-a doua parte —
Partea experimentala — care cuprinde rezultate, discutii, concluzii si contributiile personale.

Investigarea literaturii de specialitate a determinat structurarea partii documentare in
trei capitole cu referire la principalele materii prime si ingrediente utilizate in cercetari —
legumele si microorganismele probiotice, precum si a bauturilor sinbiotice obtinute din
acestea la nivel international.

Partea experimentala este structurata in sapte capitole:

Capitolul 4. Materiale si metode prezintd materialele, metodele si modelarile
matematice folosite in studiu.

Capitolul 5. Studiul conditiilor biotehnologice de obtinere a sucului fermentat
pe baza de legume (sfecla, telina si morcov) cuprinde optimizarea parametrilor
biotehnologici pentru obtinerea unui produs sinbiotic stabil pe parcursul perioadei de
depozitare, de 21 de zile.

Capitolul 6. Testarea potentialului probiotic al sucului fermentat pe baza de
legume prezintd rezultatele obtinute la testarea in vitro a viabilitati microorganismelor

probiotice.
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Capitolul 7. Analiza impactului imbogatirii cu nutrienti asupra caracteristicilor
senzoriale ale sucului fermentat pe baza de legume cuprinde date referitoare la evolutia
caracteristicilor senzoriale, reologice si colorimetrice a produsului.

Capitolul 8. Evaluarea caracteristicilor fizico-chimice ale produsului fermentat
pe baza de legume cuprinde caracterizarea calitativa a bauturii sinbiotice.

Capitolul 9. Concluziile generale si perspective prezinta sinteza concluziilor ce se
desprind din cercetarile efectuate.

Teza de doctorat contine 142 pagini, in care sunt incluse 59 de figuri si 30 de tabele.

Datoritéd caracterului interdisciplinar al studiului, acesta s-a desfasurat in cotutela
doamnei profesor doctor inginer Camelia Vizireanu, pentru domeniul Biotehnologii, si a
domnului profesor doctor inginer Petru Alexe, pentru domeniul Inginerie Industriala.
Cercetarile s-au realizat in cadrul laboratoarelor Facultatii de Stiinta si Ingineria Alimentelor,
Universitatea Dunarea de Jos din Galati, Roméania precum si in cadrul Institutului de
Inginerie Chimica, Universitatea Tehnica din Viena, Austria.

Cercetarea a fost derulata prin Programul Operational Sectorial de Dezvoltare al
Resurselor Umane 2007-2013, prin contractul POSDRU/159/1.5/S/132397. Aceasta
cercetare a beneficiat de suportul tehnic al proiectului ,Centrul Roméan pentru Modelarea
Sistemelor Recirculante de Acvacultura — MoRAS” (622/11.03.2014, cod SMIS 48745).

Elementele de originalitate ale studiului sunt:

. Obtinerea unei bauturi sinbiotice, in care se regasesc microorganisme
probiotice adaptate si capabile s se dezvolte intr-o matrice alimentara bogata in prebiotice,
vitamine si compusi antioxidanti.

. Utilizarea reziduurilor vegetale provenite din stoarcerea legumelor ca sursa de
fibre.

. Urmarirea evolutiei viabilitatii probioticelor, a compusilor functionali, precum si
a atributelor senzoriale, prin analize microbiologice, reologice, HPLC si spectroscopie in

infrarosu.

L STUDIUL DOCUMENTAR

Stadiul actual al realizarilor stiintifice si aplicative in ceea ce priveste materialele si
metodele de obtinere a produselor fermentate pe baza de materii prime de origine vegetala
este prezentat in 3 capitole.

In capitolul 1, intitulat ,Microorganisme probiotice’, sunt prezentate principalele
microorganisme cu potential probiotic si influenta acestora asupra stérii de sanatate a
organismului uman. De asemenea, este prezentat cadrul legislativ ce reglementeaza

utilizarea si siguranta probioticelor pentru consumul uman.
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Capitolul 2, intitulat ,Legumele, surse de compusi bioactivi’, prezintd sursele
potentiale de legume radacinoase si compozitia lor chimica. Sunt descrise principalii

compusi cu rol functional si rolul lor in mentinerea starii de sanatate a organismului uman.

Capitolul 3, intitulat ,Bauturile probiotice pe baza de materii prime de origine
vegetala”, este structurat in 3 subcapitole. Primul prezintd potentialul alimentelor functionale
si etapele de realizarea a produselor functionale pe bazd de materii prime vegetale. in cel
de-al doilea subcapitol sunt prezentate stadiul actual al cercetarilor si produsele probiotice
comerciale realizate pe baza de materii prime vegetale. Cel de-al treilea subcapitol
analizeaza tendintele si potentialul de dezvoltare ale bauturilor probiotice pe baza de

produse vegetale.
Il PARTEA EXPERIMENTALA

in capitolul 4, intitulat ,Materiale si metode’, sunt descrise materialele, metodele si
echipamentele utilizate in acest studiu. Este prezentatd schema tehnologica de obtinere a
produsului sinbiotic pe baza de legume, precum si metodele fizico-chimice, microbiologice,
reologice, colorimetrice si senzoriale utilizate in realizarea si caracterizarea bauturii

sinbiotice.

Capitolul 5, ,Studiul conditiilor biotehnologice de obtinere a sucului fermentat
pe baza de legume (sfecla, telina si morcov)’, prezintad studiul experimental realizat cu
scopul de a optimiza conditiile biotehnologice ce influenteaza viabilitatea microorganismelor
probiotice in matricea alimentara selectatd. Procesul de obtinere al sucului fermentat pe
baza de legume s-a realizat in doua etape. Designul experimental | a avut in vedere
optimizarea compozitiei inoculului. Designul experimental Il a urmarit optimizarea compozitiei

nutritive a substratului fermentativ.

Primul design experimental a avut in vedere stabilirea unei concentratii initiale a
inoculului astfel incat culturile starter folosite sa fie capabile sa se dezvolte in matricea
alimentara selectata. De asemenea, s-a stabilit influenta raportului dintre microorganismele
probiotice selectate pentru obtinerea sucului fermentat, Lactobacillus acidophilus,

Lactobacillus casei si Saccharomyces boulardii, asupra potentialului probiotic al produsului.

Designul Componentelor Centrale (DCC) si modelarea suprafetei de raspuns au fost
folosite pentru a optimiza cantitatea de inocul si proportia intre drojdii si bacterii in noua
bautura obtinutd. Designul investigheaza 5 niveluri pentru fiecare variabila independenta. in
studiul prezent a fost folosit DCC circumscris, cu o distanta intre puncte de *1,41.
Experimentele au fost efectuate intr-o ordine aleatorie pentru a reduce influentele externe
asupra valorilor méasurate. Tabelul 5.1. prezintd valorile factorilor studiati si nivelurile

codificate corespunzatoare.
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Au fost investigati cei doi parametri, iar ca raspuns a fost selectata viabilitatea

celulara de la sfarsitul fermentatiei.

Modelul de ordinul al doilea utilizat de soft pentru generarea conditiilor experimentale

testate poate fi, in general, descris folosind ecuatia (1).
Viabilitatea (log ufc / ml) = by+b,A+b,B+ bsA*+b,B*+b;AB  ec. (1)
unde: A, B reprezinta variabilele independente studiate,

bo + b5 reprezinta constantele pentru efectul general de proces, efectele liniare
si patratice ale fiecarei variabile independente, precum si efectele interactiunii dintre variabile

asupra viabilitatii celulelor.

Tabelul 5.1. Nivelurile de variatie ale variabilelor independente utilizate in modelul |

Nivelul de variatie
Variabilele independente Codul
-1,41 1 |0 +1 | +1,41
Concentratia de inocul (log ufc/ml) A 41716 | 5 7 9 |98284
Proportie drojdii:bacterii B 0,0343 102 |06 |1 |1,1657

Un design central cu 5 nivele pentru cei doi 2 factori: cantitatea de inocul (A) si
proportia dintre drojdii si bacterii (B), a fost folosit ih 10 serii pentru a obtine o bautura
probiotica pe baza de suc de legume.

Tabelul 5.2. prezintd matricea DCC folosité pentru optimizare, cu niveluri codificate si
reale ale principalelor variabile studiate. Prin analiza statistica a rezultatelor obtinute este
realizat un model empiric pentru viabilitatea celulara in functie de cantitatea de inocul si de

proportia drojdii: bacterii.

Tabelul 5.2. Matricea designului experimental | (valorile codificate si valorile reale)

Valorile codificate Valorile reale
Proba Cantitatea de Proportia Cantitatea de Proportia
inocul drojdii:bacterii inocul drojdii:bacterii
(log ufc/ml) (log ufc/ml)
1 0 0 7 0,6
2 0 0 7 0,6
3 -1 -1 5 0,2
4 0 -1,41 7 0,0343
5 -1,41 0 4,1716 0,6
6 0 -1 7 0,2
7 -1 -1,41 5 0,0343
8 -1.41 +1,41 41716 1,1657
9 -1,41 0 4,1716 0,6
10 -1,41 0 4,1716 0,6
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Prin inlocuirea valorilor numerice a constantelor din model, ecuatia (1) devine ecuatia
(2). Aceasta ecuatie este o functie liniara care poate fi utilizata pentru a prezice viabilitatea

celulara in intervalele investigate pentru cele doua variabile.
Viabilitatea (log ufc / ml) = 3,23 + 2,3539*A + 3,1185"B ec. (2)
unde: A reprezinta cantitatea de inocul (log ufc/ ml),
B reprezinta proportia drojdii: bacterii.

MSR (Modelarea Suprafetei de Réaspuns) a fost aplicatd pentru a intelege
interactiunea variabilelor si apoi utilizat pentru a gasi conditile optime de dezvoltare a

produsului probiotic.

Suprafetele de raspuns, prezentate in Figura 5.1., au aratat ca viabilitatea celulara
maxima (log ufc/ml) se obtine in intervalul 5,33+8,33 log ufc/ml inocul si la o proportie
drojdii:bacterii de 0,47+0,85. Toate variabilele studiate au o influentd semnificativa asupra
viabilitatii celulare (p <0,05).

Pentru determinarea interactiunii dintre conditile de fermentare si nivelurile optime
care au cel mai mare efect asupra viabilitatii microorganismelor au fost utilizate suprafetele

de raspuns 2D.

Coneentrafia inoculului (log vfe'ml)

Proportia drojdii:bacterii
Proportia drojdii-bacterii

Concentratia inocululid (log vfc/ml)

Figura 5.1. Suprafetele de raspuns pentru viabilitatea celulara corespunzatoare modelului |

Varianta optimé pentru dezvoltatea bauturii probiotice, si utilizatd in cercetérile
ulterioare, a fost o concentratie initiald a inoculului de 6 log ufc/ml si o proportie intre
microogranismele probiotice de 1: 1: 1 (L. acidophilus : L. casei : Saccharomyces boulardii).

Dupa 7 zile de depozitare, viabilitatea microorganismelor probiotice a scazut sub
limita admisa (7 log ufc/ml) pentru a putea declara produsul probiotic. De aceea, cel de-al
doilea design experimental a urmarit cresterea viabilitatii probioticelor prin adaugarea de
nutrienti necesari pentru dezvoltarea microorganismelor selectate. S-a urmarit obtinerea
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unui produs care sa-si mentina caracteristicile probiotice pe toatd perioada de valabilitate de
21 zile, ceea ce ar determina o crestere a potentialului de comercializare al produsului
sinbiotic.

In scopul obtinerii unei bune viabiltati a microorganismelor pe perioada de depozitare
a produsului s-a adaugat miere si pulpa de legume liofilizata. Mierea a fost selectata atat
datoritd continutului bogat de carbohidrati, cat si capacitatii antioxidante pe care o are
aceasta. Pulpa de legume este considerata un reziduu rezultat in urma stoarcerii legumelor.
Ea este un produs bogat in nutrienti, in special fibre. Liofilizarea are rolul de a concentra
anumiti compusi si de a reduce pierderile potentiale care pot aparea in urma tratamentelor

clasice de uscare a produselor alimentare.

Prin utilizarea DCC si a modelarii suprafetei de raspuns s-a obtinut un model de
ordinul al treilea (cubic) pentru raspunsul variabilelor. Tabelul 5.3. prezinta valorile factorilor

studiati si nivelurile codificate corespunzatoare.

Tabelul 5.3. Nivelurile de variatie ale variabilelor independente utilizate in modelul Il

Nivelul de variatie

Variabilele independente Codul 1,4142 | 1| 0 | +1 | +1,4142
Cantitatea de pulpa de legume
liofilizat3 (g/100ml) A 05858 | 11 2 ) 3 | 3414
Cantitatea de miere (g/100ml) B 3,9645 5175 ]| 10 11,0355

Modelul de ordinul al treilea utilizat de software pentru conditile experimentale
testate poate fi descris, in general, folosind ecuatia (3).

Viabilitatea (log ufc/ml) = by+b,A+b,B+ bsA%+b,B2+bsAB+ b A%+ b; B® ec. (3)
unde : A, B reprezinta variabilele independente studiate,

bo + b; reprezinta constantele pentru efectul general de proces, efectele
liniare, patratice si cubice ale fiecarei variabile independente, precum si efectele interactiunii

dintre variabile asupra viabilitatii celulelor.

Prin inlocuirea valorilor numerice a constantelor din modelul doi, ecuatia (3) devine
ecuatia (4). Aceasta ecuatie este o functie liniara care poate fi utilizatd pentru a prezice

viabilitatea celulara in intervalul investigat pentru cei doi parametri selectati.

Viabilitatea (log ufc/ml) = 10,3257+0,5798*A+0,6243*B+0,0257*A-0,0340*B>-
0,1569*AB-0,3128*A%-0,2149*B® ec. (4)

unde: A reprezinta cantitatea de pulpa de legume liofilizata,

B reprezinta cantitatea de miere.
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Cei doi parametri, cantitatea de miere si cea de pulpa de legume liofilizata, au fost
investigati in 11 serii (Tabelul 5.4.) iar raspunsul selectat a fost viabilitatea in timpul
depozitarii in conditii de refrigerare. Prin analiza statistica a rezultatelor din Tabelul 5.5. se

obtine un model empiric al viabilitatii in functie de cantitatea de pulpa de legume liofilizata si

miere.
Tabelul 5.4. Matricea designului experimental Il (valorile codificate si valorile reale)
Valori codificate Valori reale
Proba Cantitatea de pulpa de Cantitatea Cantitatea de pulpa  Cantitatea
legume liofilizata de miere de legume liofilizata de miere
(g/100ml) (g/100mI) (g/100m) (g/100m)
1 -1 +1 1 10
2 0 -1,4142 2 3,9645
3 +1,4142 0 3,414 7,5
4 +1 -1 3 5
5 -1 -1 1 5
6 0 +1,4142 2 11,0355
7 +1 +1 3 10
8 0 0 2 7,5
9 0 0 2 7,5
10 -1,4142 0 0,5858 7,5
11 0 0 2 7,5

Figura 5.2. reprezinta grafic acest model indicand faptul ca viabilitatea celulara
maxima (log ufc/ml) se obtine atunci cand sucul de legume este imbogatit cu 2,16+3g /
100ml pulpa de legume liofilizata si 8,33+10g/100ml miere.

Concentratia de pulpd de legpme liofilizata (g/100ml)

Concentrafia d= miere (g/100ml)

Conecentrafia ds miers (z/100ml)

Concentratia de pulpd de lezpme liofilizata (g/100ml)

Figura 5.2. Suprafetele de raspuns pentru viabilitatea celulara corespunzatoare modelului I
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In urma analizei probelor, s-a stabilit ca varianta optima pentru produsul analizat este

imbogatirea cu 2,5g/100ml pulpa de legume liofilizata si 7,5g/100ml miere.

Concluzii partiale

% Sucul de legume a fost folosit ca substrat pentru obtinerea bauturii probiotice.
Acesta constituie un mediu cu potential mai ridicat decat sucul de fructe datoritd pH-ului si

continutului de substante nutritive esentiale in dezvoltarea bacteriilor probiotice.

+ Cele trei microorganisme probiotice, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
casei si Saccharomyces boulardii, au dovedit ca se pot dezvolta in matrici alimentare pe
baza de produse vegetale. Drojdille produc anumiti nutrienti (vitaminele B) necesari in
mentinerea viabilitatii bacteriilor probiotice pe perioada de depozitare a produsului,
imbunatatind stabilitatea acestora. Un inocul initial de 6 log ufc/ml si o proportie de 1:1:1 au
fost stabilite ca fiind variantele optime.

% Pulpa de legume liofilizatd si mierea au adus un plus de substante nutritive
sucului de legume, oferind o buna stabilitate microorganismelor probiotice pe toata perioada
de depozitare. In urma cercetérilor efectuate, s-a stabilit ca varianta optima pentru produsul
analizat este imbogéatirea cu 2,5g/100ml pulpa de legume liofilizata si 7,5g/100m| miere.

in capitolul 6, intitulat , Testarea potentialului probiotic al sucului fermentat’, sunt
prezentate efectele sinergismului dintre microorganismele testate si a matricei alimentare
utilizate asupa stabilitatii microorganismelor, pe perioada de depozitare, in sucul de legume
fermentat. Viabilitatea microorganismelor probiotice a fost testata in sucul de legume,
fermentat cu mixul probiotic obtinut sau cu una dintre cele trei culturi de Lactobacillus

acidophilus (LA), Lactobacillus casei (LC), Saccharomyces boulardii (SB).

Astfel, s-au urmarit pierderile la 7, 14 si 21 de zile de la fermentarea sucului de
legume. Microogranismele au fost inoculate in culturi simple sau sub forma de mix probiotic
(PM), intr-o concentratie initiala de 6 log ufc/ml, pentru a stabili influenta combinatiei obtinute
asupra fiecarui probiotic din compozitia mixului. De asemenea, s-a testat viabilitatea
microorganismelor atat in sucul de legume, cat si in cel imbogatit cu nutrienti (probele
codate cu N) in vederea stabilirii influentei compusilor vegetali si a mierii asupra fiecarei

culturi.

S-a observat o viabilitate mai mare in probele imbogatite cu nutrienti in comparatie
cu probele de suc de legume fermentat (Figura 6.1.). Cu toate acestea, Saccharomyces

boulardii a intregistrat o viabilitate mai buna in sucul de legume fara nutrienti.
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Figura 6.1. Evolutia viabilitatii microorganismelor probiotice pe perioada de depozitare

Tn mixul probiotic, bacteriile (BM) au avut o viabilitate mai mare in comparatie cu cea
a drojdiilor (DM) (Figura 6.2.). Bacteriile au aratat o stabilitate mai buna datorita capacitatii
lor de a folosi peretii celulari ai drojdiilor, care sunt bogati in oligozaharide, ca substrat pentru
dezvoltare. Sinergismul dintre microorganisme a avut un impact mai important decat
prezenta nutrientilor in sucul de legume. Lactobacilii au dovedit o capacitate mai mare de a

se dezvolta si de a-si mentine viabilitatea in mixul probiotic.
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Figura 6.2. Evolutia viabilitatii mixurilor probiotice pe perioada de depozitare

Viabilitatea microorganismelor probiotice in conditii gastrointestinale simulate a fost
testata la 7 zile dupa fermentare. in sucul de legume fermentat pierderile de viabilitate au
fost semnificative, in special pentru cele doua specii de lactobacili.

Ing. Leescu (Profir) Alina Georgiana 16



Cercetari biotehnologice de obtinere a unui produs sinbiotic cu rol functional destinat alimentatiei copiilor

imbogaétirea cu nutrienti a dovedit un efect benefic asupra viabilittii probioticelor in
conditii gastro-intestinale simulate (Figura 6.3.). Legumele sunt o sursa importanta de fibre

ce au efect protector asupra probioticelor.
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Figura 6.3. Evolutia viabilitatii microorganismelor probiotice in conditii gastrointestinale
simulate

In tranzitul gastric s-a inregistrat cea mai mare pierdere a viabilitatii probioticelor
aflate in culturi simple sau in mixul probiotic (Figura 6.4.), in timp ce in tranzitul intestinal
pierderile nregistrate sunt nesemnificative. Nutrientii au dovedit un efect protector important
si asupra microorganismelor din mixul probiotic.
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Figura 6.4. Evolutia viabilitatii mixurilor probiotice in conditii gastrointestinale simulate

Probele fermentate cu Saccharomyces boulardii nu au inregistrat un comportament
diferit din punct de vedere statistic in conditii gastrointestinale simulate. Rezultatele noastre
sugereaza ca nutrientii au un efect protector asupra lactobacililor si un impact nesemnificativ
asupra drojdiilor.
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Concluzii partiale
% Saccharomyces boulardii sintetizeazd compusii necesari mentinerii viabilitatii
speciilor de Lactobacillus pe perioada de depozitare. Simbioza dintre microorganisme in

mixul realizat permite obtinerea unui produs cu potential probiotic.

% Adaugarea de nutrienti in sucul de legume fermentat ajutd la mentinerea unei
bune viabilitdti a microorganismelor testate in conditii gastrointestinale simulate. Fibrele

alimentare ofera un efect protectiv asupra probioticelor.

% Bautura probioticd obtinutd in urma etapei de optimizare a dovedit o buna

stabilitate in timpul testarii in vitro.

In capitolul 7, intitulat ,Analiza impactului imbogatirii cu nutrienti asupra
caracteristicilor senzoriale ale sucului fermentat pe baza de legume’, este evaluat
impactul pe care il au nutrientii asupra caracteristicilor senzoriale ale produsului obtinut. Au
fost supuse analizelor colorimetrice, reologice si senzoriale atat sucul fermentat pe baza de

legume (P1), céat si cel imbogatit cu miere si pulpa de legume liofilizata (P2).

Sucul de legume proaspat are un pH optim, de 5,5+6, pentru dezvoltarea
microorganismelor probiotice. Aciditatea sucului este data de acidul malic, citric, isocitric,
succinic si fumaric. O crestere usoara a pH-ului a fost observatd dupa sterilizarea sucului

(Figura 7.1.), care ar putea fi explicata prin evaporarea unor acizi organici.

La inceputul perioadei de depozitare aciditatea sucului imbogatit cu nutrienti era mai mica
deca cea a sucului simplu, insa pe perioada de depozitare are loc 0 acumulare mai mare de
acizi organici in proba P2. Astfel, in cea de-a 21 zi de depozitare aciditatea acestei probe
este de 1,18 g/100ml iar cea a sucului fermentat fara nutrienti este de 0,96 g/100ml. O
stransa corelatie a fost observata intre scaderea pH-ului pe durata depozitarii si cresterea
aciditatii. Cea mai mare scadere de pH s-a inregistrat in prima saptamana.

14 | 6
w E 12 =~
8 o
S 1
© 2 A 4
2% 08
S = -3 :Ié_
T8 06
— - 1 /
[*]
2 © 04 / -2
K2 e _/Q/
021 — -1
0 I T T T T 0
Suc Suc tratat Suc Suc Suc Suc
proaspat termic fermentat fermentat fermentat fermentat
ziua7 ziua 14 Ziua 21
=¢=Aciditate P1 Aciditate P2~ ==0==pH P1 A pH P2

Figura 7.1. Evolutia pH-ului si a aciditatii pe perioada depozitarii
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Culoarea este un important atribut senzorial, pe baza caruia un produs alimentar
poate fi respins inainte de o analizad senzoriala corespunzatoare. Proba de suc imbogatita cu
nutrienti a prezentat o luminozitate mai mare deca cea a probei P17, datoritd concentratiei
mai mari de glucide. Si ceilalti parametri colorimetrici au inregistrat valori mai mari, pulpa de

legume aducand un aport semnificativ de nutrienti.
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Figura 7.2. Evolutia parametrilor de culoare pe perioada depozitarii la proba P1

Tratamentul termic nu a afectat semnificativ parametrii de culoare ai probei P1
(Figura 7.2.), insa a avut un impact negativ asupra culorii probei imbogatite cu nutrienti
(Figura 7.3). Fermentarea a avut un impact pozitiv semnificativ asupra parametrilor de
culoare, datorita ruperii unor structuri si eliberarii pigmentilor. Diferente semnificative de
culoare s-au inregistrat dupa prima saptamana de depozitare, spre sfarsitul perioadei

pierderile fiind nesemnificative in proba P2.
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Figura 7.3. Evolutia parametrilor de culoare pe perioada depozitarii la proba P2
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Procesul de fermentare poate influenta comportamentul reologic si textura produselor
alimentare. Schimbarile sunt influentate de cantitatea de zaharuri fermentescibile din
produsul initial, precum si de prezenta unor factori de crestere esentiali in dezvoltarea
microorganismelor, ca proteinele si vitaminele.

In cadrul analizei reologice s-au realizat teste de curgere prin forfecare si teste
oscilatorii. Prin aplicarea testelor de curgere s-a dorit initial determinarea tipului de fluid non-
Newtonian in care s-a incadrat sucul obtinut. Astfel prin mentinerea constanta a vitezei de
forfecare la 1s” am putut constata dependenta de timpul solicitarii a vascozitatii fluidului
testat (sucul de legume). Acest lucru poate fi observat in special in cazul sucului aflat in cea
de-a 21 zi de la fermentare (Figura 7.4).
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Figura 7.4. Evolutia vascozitatii in timp a probei P1

Sucul de legume Tmbogatit cu nutrienti a prezentat o crestere a vascozitatii pe toata

perioada de depozitare, avand comportament caracteristic fluidelor tixotrope (Figura 7.5).
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Figura 7.5. Evolutia vascozitatii in timp a probei P2
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Cele doua probe au avut un comportament semnificativ diferit in timpul testului de
curgere, acest fapt datorandu-se pulpei de legume ce a adus un aport semnificativ de fibre,

crescand vascozitatea probei P2.

Ulterior testului de curgere la viteza constanta, a fost realizat si testul de scanare a
vitezei de forfecare prin cresterea si descresterea acesteia, de la 0+100 s respectiv de la
100+0 s™'. S-a observat caracterul tixotrop al sucului obtinut, respectiv fluidificarea sucului
odatad cu cresterea vitezei de forfecare. Prezenta pulpei in sucuri poate fi identificata prin
valori ale vascozitatii mai mari. Procesul de fermentare a dus la ingrosarea sucului, fapt ce
s-a putut observa odata din cresterea valorii vascozitatii, dar si prin prezenta ariei mai mari
de histerezis formata intre curbele tensiunii de forfecare. Aria de histerezis se formeaza
atunci cand restructurarea fluidului are loc mai lent decat destructurarea pe aceleasi viteze
de forfecare. Fenomenul de ingrosare poate fi explicat prin faptul ca exopolizaharidele
produse de microorganismele utilizate in fermentarea sucului au creat structuri compacte.
Acestea actioneaza ca agenti de ingrosare ce imbunatatesc proprietatile reologice ale

produselor fermentate si limiteaza sinereza.

Primul test oscilatoriu a presupus scanarea deformarii de la 0,1+100% la o frecventa
constanta a oscilatiilor de 1Hz. Toate probele au prezentat caracter vascoelastic pana la o
deformare de 2%. Acest lucru s-a vazut in valorile modulelor de vascoelasticitate, G’
(modulul de inmagazinare, elasticitate) prevaland semnificativ (p<0,05) fata de G" (modulul

de pierdere, vascos).

De asemenea, fenomenul se poate observa si din valorile unghiului de faza, care
pana la o deformare de 2% a avut valori caracteristice solidelor (<45°), crescand
concomitent cu cresterea deformarii in zona caracteristica fluidelor (>45°). Putem afirma ca3,
pana la valori ale deformarii de aproximativ 10% sucul a prezentat caracter vasco-elasto-
plastic, dupa care s-a constatat fenomenul de curgere, respectiv inversia de faze dintre G’ si

G". Perioada de fermentare nu a influentat momentul destructurarii fluidului pentru curgere.

Scanarea frecventei oscilatiilor s-a realizat in domeniul de frecventa 0,1 la 10Hz,
mentindndu-se domeniul de vascoelasticitate prin impunerea unei deformari constante de
1%, care sa asigure mentinerea probei in domeniul de vascoelasticitate liniara. In intervalul
analizat, toate probele au inregistrat valori mai mari ale modulului G' comparativ cu G".
Odata cu cresterea perioadei de depozitare, respectiv a vascozitatii, proba P2 a inregistrat

valori semnificativ mai mari fata de proba initiala (p<0,05).

Sucul de legume fermentat si cel imbogatit cu nutrienti au fost analizate senzorial,
timp de 3 saptamani, la un interval de 7 zile. Intensitatea atributelor analizate a fost masurata
pe o scara de la 0 la 15 pentru a observa schimbarile suferite de sucul fermentat pe perioada
depozitarii.
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Figura 7.6. Evolutia intensitatii atributelor senzoriale in timpul depozitarii sucului P1

Se observa o crestere a limpiditatii si a sedimentului probei P71, datorate separarii de
faze (Figura 7.6.). Desi concentratia de suc de telina este mai mica decat cea a sucului de
morcov, aroma si gustul de telina sunt mai intense, in special in prima parte a perioadei de
depozitare. Aroma specifica a drojdiilor este acoperita de cea de fermentatie lactica. Drojdiile
sunt utilizate ca substrat in dezvoltarea bacterilor lactice, avand o viabilitate mai scazuta si
de aceea aceasta aroma este aproape de pragul de perceptie.

Desi se constata o crestere a aciditatii, senzorial gustul acru scade ca intensitate.
Acest lucru este justificat de cresterea concentratiei de exopolizaharide.

Proba P2 a inregistrat o intensitate mai mare a culorii decat cea a probei P1 (Figura
7.7.). Scaderea intensitatii culorii sucului de legume fermentat are loc datorita pierderilor in
pigmenti. Intensitatea gustului dulce scade datoritd scaderii concentratiei de glucide
fermentescibile. Intensitatea gustului acru creste in primele doua saptamani, insa la sfarsitul
perioadei de depozitare intensitatea perceputa de panelisti scade datorita cresterii
continutului de exopolizaharide. Gustul amar si cel de drojdie au inregistrat intensitati aflate

la limita de perceptie.
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Figura 7.7. Evolutia intensitatii atributelor senzoriale in timpul depozitarii sucului P2

Rezultatele analizei senzoriale pentru variatiile de culoare la cele doua probe au fost

corelate cu cele obtinute prin intermediul analizei colorimetrice. Panelistii au perceput mai

usor modificarile in intensitatea culorii probei P2 comparativ cu proba P71 (Figura 7.8.).

Variatia pierderilor in nutrienti pe perioada de depozitare a fost mai usor perceptibild in sucul

cu nutrienti unde intensitatea initiala a culorii a fost mai puternica.
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Figura 7.8. Corelatia dintre analiza senzoriala si colorimetrie a probelor de suc P71 si P2
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De asemenea, s-a obtinut corelatia dintre atributele de gust ale celor doua probe si
variatia aciditatii cuantificata prin metode fizico-chimice in primele doua saptamani de
depozitare (Figura 7.9.). in ultima s&ptdmand are loc o descrestere a viabilitatii
microorganismelor. De aceea, are loc si o descrestere a compusilor cu influentd asupra

proprietatilor senzoriale, metabolizati de catre probiotice.
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Figura 7.9. Corelatia dintre perceptia atributelor senzoriale si aciditatea determinata chimic
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Pentru proba P2 intensitatea gustului acru a fost direct proportional cu
aciditatea probei, in timp ce intensitatea gustului dulce a fost invers proportionala. Acest fapt
poate fi explicat prin scaderea concentratiei glucidelor. Pentru proba P17, insa, intensitatea
celor doua atribute a fost perceputd in mod diferit, gustul acru fiind mascat de
exopolizaharide. A fost observatd o corelatie directa intre intensitatea gustului amar si
aciditatea produsului, datorita cresterii concentratiei de acizi organici si peptide rezultate in

urma procesului de fermentare.

Concluzii partiale

% Pe parcursul perioadei de depozitare are loc o scadere a intensitatii culorii celor

doua probe datorita pierderii unor compusi ca polifenoli, betalaine, caroteni.

% Fermentarea a influentat proprietatile reologice ale produsului prin cresterea
vascozitatii datoritd exopolizaharidelor produse de probiotice. In sucul imbogatit cu nutrienti
aceasta crestere a fost mai importanta, deoarece acesta este un mediu propice pentru

dezvoltarea microorganismelor.

% Intensitatea gustului dulce a fost mai mare la sucul cu adaos de miere, avand o

acceptabilitate mai mare pentru grupul de consumatori vizati.

«» Aspectul celor doua probe nu a fost diferit din punct de vedere statistic, pulpa de

legume neavand un impact negativ asupra atributelor sucului de legume fermentat.

% Prin imbogatirea cu nutrienti, sucul de legume si-a imbunatatit calitatile senzoriale
si reologice. Aceastad proba a aratat o buna stabilitate pe perioada de depozitare, fiind

selectata ca varianta optima pentru obtinerea produsului sinbiotic.

Capitolul 8 se intituleaza ,Evaluarea -caracteristicilor fizico-chimice ale
produsului fermentat pe baza de legume’. Acesta cuprinde studiul modificarilor fizico-
chimice ale bauturii sinbiotice pe perioada de depozitare.

Pe parcursul perioadei de depozitare are loc o scadere a continutului de substante
nutritive, in special glucide, ceea ce a influentat continutul de substanta uscata din produs
(Tabelul 8.1.). Pe parcursul perioadei de depozitare glucidele si proteinele sunt utilizate in
metabolismul microorganismelor probiotice. Acest lucru poate fi explicat prin scaderea

continutului de minerale cum ar fi magneziu, zinc sau potasiu.
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Tabelul 8.1. Evolutia compozitiei chimice a sucului de legume fermentat

Fibre Fibre Substanta
Proba Glucide  Proteine solubile insolubile Cenusa uscata
(g/100ml) (g/100ml) (g/100ml) (g/100ml) (g/100ml) (g/100ml)

Suc proaspat 8,28+0,07 0,96+0,03 2,84+0,14 0,67+0,01 0,65+0,02 13,67+0,02
Suc tratat termic 8,29+0,08 0,93+0,02 2,81+0,17 0,67+0,01 0,64+0,02 13,46+0,01
Suc fermentat 6,57+0,02 0,91+0,04 2,76+0,05 0,48+0,03 0,64+0,02 11,48+0,02
Suc fermentat ziua 7 5,83x0,05 0,86+0,04 2,39+0,06 0,32+0,01 0,61x0,01 10,19+0,04
Suc fermentat ziua14 4,22+0,04 0,64+0,02 2,26+0,08 0,31+0,01 0,55+0,01 8,06%0,04
Suc fermentat ziua 21 4,06+£0,01 0,57+0,03 2,09+0,11 0,26+0,01 0,50+0,01 7,53+0,03

In matricea Pearson (Tabelul 8.2.) se observa c& cea mai mare corelatie exista intre

substanta uscata si glucide, urmata de fibre.

Tabelul 8.2. Matricea de corelatie Pearson (n) pentru compusii nutritionali

Fibre Fibre Substanta

Variable Glucide Proteine solubile insolubile  Cenusa uscata
Glucide 1 0,929 0,950 0,963 0,906 0,998
Proteine 0,929 1 0,938 0,824 0,989 0,944
Fibre solubile 0,950 0,938 1 0,935 0,949 0,966
Fibre
insolubile 0,963 0,824 0,935 1 0,819 0,960
Cenusa 0,906 0,989 0,949 0,819 1 0,927
Substanta
uscata 0,998 0,944 0,966 0,960 0,927 1

Corelatia mare dintre variabilele analizate se poate observa si din analiza

principalelor componente. Astfel, PC1 este reprezentat de toate componentele si exprima

94,45 % din variatia datelor (Figura 8.1.).

Partea negativda a PC2 este reprezentata de

cenusa, proteine si fibre solubile, variabilele cu influenta cea mai scazuta asupra continutului

de substanta uscata.
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Figura 8.1. Graficul corelatiei dintre principale componente cu rol nutritional

Exista o corelatie strédnsa intre compusii nutritivi si viabilitatea microorganismelor
(Figura 8.2.). Astfel, se observa ca, odatd cu scaderea continutului de glucide, proteine,

minerale si fibre solubile are loc si o scadere a viabilitatii microorganismelor.
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Figura 8.2. Graficul de corelatie dintre viabilitatea microorganismelor si compusii cu rol
nutritional

Se observa o stransa corelatie intre scaderea continutului de glucide fermentescibile
si cresterea vascozitatii sucului de legume fermentat (Figura 8.3). De asemenea, prin
fermentarea glucidelor are loc si sintetizarea acizilor organici, ceea ce a condus la cresterea

aciditatii.
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Figura 8.3. Graficul de corelatie dintre variatia glucidelor si cea a caracteristicilor senzoriale
masurate prin metode fizico-chimice

O scadere importantd a concentratiei acidului ascorbic a fost inregistratd in sucul

tratat termic. Cu toate acestea, dupa procesul de fermentare, continutul de acid ascorbic

revine la valorile initiale (Tabelul 8.3), probabil ca urmare a biosintezei acidului L-ascorbic de

catre Saccharomyces cerevisiae. Degradarea vitaminei C este influentatd de nivelul pH-ului

si a pierderilor in glucide care au loc dupa fermentare.

Tabelul 8.3. Evolutia concentratiei vitaminelor hidrosolubile in sucul de legume

Proba Vitamina C Vitamina B2 Vitamina B3 Vitamina B5 Vitamina B6
(mg/100ml) (mg/100ml) (mg/100ml) (mg/100ml) (mg/100ml)

Suc proaspat 4.69+0,20 0,75+0,23 1,85+0,30 2,31+£0,09 1,11+£0,12
Suc tratat termic  0,21+0,07 0,73+0,38 1,91+0,02 2,38+1,01 1,21+0,30
Suc fermentat 45142 83 1,00+0,68 1,92+0,44 4.81+0,42 1,69+0,19
Suc fermentat

ziua7 2,23+0,37 2,93+0,14 1,97+0,91 4.83+1,23 3,60+0,14
Suc fermentat

ziua 14 1,89+0,18 1,17+0,44 2,81+0,39 5,44+0,12 4,01+0,40
Suc fermentat

Ziua 21 0,88+0,06 1,02+0,06 2,85+0,25 4,73+0,19 3,60+0,16

Toate vitaminele B au fost stabile in timpul procesarii cu microunde si au aratat o

crestere dupa fermentare. Studii anterioare au demonstrat o stabilitate mai mare a

vitaminelor B in timpul procesarii cu ajutorul microundelor, in raport cu alte metode de tratare

termica. Vitaminele pot fi produse in timpul procesului de fermentare, insa concentratia lor

in timpul depozitarii poate fi afectatd de interactiunea dintre vitamine sau dintre acestea si

microorganisme.
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S-au obtinut rezultate bune pentru recuperarea vitaminelor hidrosolubile in probele
de suc precum si in solutile standard (Tabelul 8.4.). Cromatogramele probelor sunt

reprezentate in Figura 8.4.

Tabelul 8.4. Validarea metodelor analitice

Parametru Vitamina C Vitamina B2 Vitamina B3 Vitamina B5 Vitamina B6

%R 99,3246,93 100,55+4,94  100,15%4,81 98,27+4,53 101,09+4,89
%RR 106,05+9,87 108,13+10,51 98,52+14,25 96,10+5,26 97,25+7,46
%RSD 4,44 7,22 1,20 4,13 1,41

ma 1

wl?

Figura 8.4. Cromatogramele reprezentative ale probelor:
a) A=246 nm, b) A=210 nm, ¢) A=275 nm.
Peakuri identificate: 1 - vitamina C, 2 — vitamina B3, 3 — vitamina B6, 4 — vitamina B5,

5 — vitamina B2
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Extractul metanolic al sucului de legume (Figura 8.5.c) a fost testat calitativ pentru
confirmarea betacianinelor. in prezenta solutiei calde de HCI, culoarea extractului a virat
catre roz (Figura 8.5.a), in timp ce, prin adaugarea de NaOH, culoarea extractului a devenit
galben (Figura 8.5.b). Acest test a validat prezenta betalainelor in sucul de legume si nu a
antocianilor, deoarece plantele pot sintetiza doar unul dintre cele doua tipuri de pigmenti ce
se exclud reciproc [297].

Figura 8.5. Testul calitativ de confirmare a prezentei betacianinelor in sucul de legume

Dupa sterilizare, continutul de betalaine a fost redus de la 199,66 mg/ 100ml pana la
150,84 mg/100ml (Tabelul 8.5.). Cu toate acestea, a fost observata o crestere semnificativa
a concentratiei beta-carotenului. Studii anterioare aratd o crestere a bioaccesibilitatii si

biodisponibilitatii beta-carotenului dupa tratamentul termic, in special dupa cel cu microunde.

Tabelul 8.5. Evolutia concentratiei pigmentilor in sucul de legume

Betalaine Betacianine Betaxantine Beta-
Proba (mg/100ml)  (mg/100ml)  (mg/100ml) (r:;'/'fggr':“)
Suc proaspat 199,66+£22,45 156,8617,00 42,80+14,45 1,71£0,03
Suc tratat termic 150,84+7,40 107,021+4,71 43,81+2,68 2,46+0,89
Suc fermentat 126,86+£10,57  94,00+2,94 32,86+7,64 2,10+0,04
Suc fermentat ziua 7 91,44+0,35 73,77%£1,32 17,68+0,97 1,67+0,01
Suc fermentat ziua 14 75,12+0,17 60,63+1,06 14,60+1,23 1,59+0,01
Suc fermentat ziua 21 60,15+1,55 54,68+1,93 5,47+0,37 1,30+0,02

In timpul perioadei de depozitare, cea mai mare scidere a concentratiei pigmentilor a
aparut in prima saptamana, cand pH-ul a scazut semnificativ de la 4,60 la 3,65. Concentratia
beta-carotenului si a betalainelor a inregistrat pierderi mai mici, atunci cand pH-ul a fost
relativ constant. Studiile anterioare au aratat ca un nivel ridicat de acizi organizi ar putea

creste stabilitatea beta-carotenului in timpul depozitarii.
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Continutul de polifenoli si flavonoide nu a fost

influentat in mod semnificativ de

tratamentul cu microunde (Tabelul 8.6). Activitatea antioxidanta a sucului a scazut, datorita

influentei altor compusi cum ar fi acidul ascorbic.

Tabelul 8.6. Evolutia concentratiei compusilor antioxidanti in sucul de legume

Proba Polifenoli Flavonoide _ Activitate
(mg/100ml)  (mg/100ml) antioxidanta, RSA %

Suc proaspat 346,45+543  91,90+1,37 82,35+4,53
Suc tratat termic 345,18+3,67 91,85+2,00 79,14+3,02
Suc fermentat 463,48+2,21 97,25+1,35 87,80+3,13
Suc fermentat ziua 7 447,79+9,03 98,75+0,95 77,0014,21
Suc fermentat ziua 14 365,30+4,65  85,96+2,25 60,96+3,78
Suc fermentat ziua 21 343,69+6,08  84,74+5,05 45,99+3,02

O crestere a continutului de polifenoli si flavonoide a fost observata dupa fermentarea

sucului. Prin degradarea enzimatica a taninurilor sunt eliberati polifenolii. Insa potentialul

antioxidant nu este legat numai de compusii fenolici, ci si de eliberarea agliconilor fenolici din

diferitele structuri. Pe parcursul perioadei de depozitare, flavonoidele au demonstrat o

stabilitate buna. Studiile anterioare au aratat ca pH-ul scazut creste stabilitatea flavonoidelor.

Stabilitatea compusilor antioxidanti este influentatd atat de conditile de pH, cat si de

microorganismele utilizate in fermentarea produselor.

In sucul de legume fermentat activitatea antioxidantd este influentatd de mai multi

factori. Astfel, se observa o buna corelatie intre continutul de flavonoide, betalaine, 8-

caroten, acid ascorbic si polifenoli (Tabelul 8.7.). Analiza principalelor componente a aratat

ca existd o corelatie negativa intre evolutia concentratiei vitaminelor B si activitatea

antioxidanta (Figura 8.6.)

F2 (24.83 %)

Vitami

e VitaminaB5
e VitaminaB6

naB2 Polifenoli

e Flavonoide

Activita
antioxidar

e Acid ascorbic

e VitaminaB3

e p-caroten

« ‘s EstAMe

e
ta

F1(58.22 %)

Figura 8.6. Graficul corelatiei dintre principalele componente cu rol antioxidant
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Tabelul 8.7. Matricea de corelatie Pearson (n) pentru compusii antioxidanti

Activitate Vitamina Vitamina Vitamina Vitamina Acid

Variabilele antioxidanta Polifenoli  Flavonoide Betacianine Betaxantine (-caroten B3 B6 B5 B2 ascorbic
Activitate 1 0,5418 0,9482 0,6879 0,8231 0,7400 -0,9341 -0,7259 -0,4393 0,0373 0,5902
antioxidanta

0,5418 1 0,7381 0,0238 0,0832 0,1702 -0,5363 0,1108 0,1578 0,8486 0,2194
Polifenoli

0,9482 0,7381 1 0,5401 0,6947 0,6674 -0,8700 -0,5137 -0,3047 0,2703 0,4733
Flavonoide

0,6879 0,0238 0,5401 1 0,8800 0,4063 -0,7117 -0,8690 -0,8476 -0,3825 0,5599
Betacianine

0,8231 0,0832 0,6947 0,8800 1 0,7873 -0,8281 -0,9479 -0,8258 -0,4190 0,3558
Betaxantine

0,7400 0,1702 0,6674 0,4063 0,7873 1 -0,7266 -0,7232 -0,4731 -0,2725 0,0210
B-caroten

-0,934 -0,5363 -0,8700 -0,7117 -0,8281 -0,7266 1 0,7716 0,6039 -0,0992 -0,4096
Vitamina B3

-0,7259 0,1108 -0,5137 -0,8690 -0,9479 -0,7232 0,7716 1 0,8366 0.5462 -0,3787
Vitamina B6

-0,4393 0,1578 -0,3047 -0,8476 -0,8258 -0,4731 0,6039 0,8366 1 0,4534 -0,0474
Vitamina B5

0,0373 0,8486 0,2703 -0,3825 -0,4190 -0,2725 -0,0992 0,5462 0,4534 1 -0,0557
Vitamina B2

0,5902 0,2194 0,4733 0,5599 0,3558 0,0210 -0,4096 -0,3787 -0,0474 -0,0557 1

Acid ascorbic
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Analiza FTIR s-a realizat pentru probele de suc utilizand echipamentul IR
Spectrometer 350, prin inregistrarea spectrelor de la 4000 la 1000 cm1 cu o rezolutie

spectrala de 2 cm'1, utilizand tehnica ATR - Atenuator Total Reflectance. Pentru
interpretarea rezultatelor s-au avut in vedere frecventele caracteristice ale principalelor clase

de compusi organici preluate din literatura de specialitate.

Rezultatele obtinute au pus in evidenta prezenta gruparilor functionale din structura
moleculelor biologic active prezente in probe. Tehnica FTIR a furnizat informatii certe despre

gruparile functionale care pot fi intalnite in compusii bioactivi din sucul fermentat.

Analiza FTIR a probelor de suc a evidentiat prezenta mai multor benzi caracteristice,
intense, medii sau slabe, specifice diferitelor grupari functionale si caracterizate de
frecventele specifice acestora (Figura 8.7.). In toate probele, intensitatea benzilor este
similara pentru toate probele analizate, nefiind diferente majore. La o prima analiza se poate
distinge o abundentd mai mare a benzilor de absorbtie in cazul probelor sucului dupa 7
respectiv. 14 zile de la fermentare, unde se observa aparitia mai multor frecvente

caracteristice care nu sunt identificate in celelate probe (Tabelul 8.8.).

Analizdnd rezultatele in scopul identificarii compusilor bioactivi din care fac parte
gruparile functionale evidentiate in spectrele FT-IR, se poate considera ca, pentru banda
largad de v3330 cm™, gruparile functionale aflate in aceasta regiune fac parte din diverse
clase de compusi bioactivi cum ar fi compusii polifenolici, vitaminele, acizii carboxilici si
derivatii lor precum si biomolecule de tip carbohidrati, proteine, lipide prezenti din abundenta
in vegetale. Tn cazul benzilor intense caracteristice frecventei din jurul valorilor v1636cm™,
acestea sunt specifice gruparilor functionale specifice compusilor polifenolici care prezinta
tautomerie ceto-fenolica, vitaminelor, proteinelor, lipidelor. Banda caracteristica frecventei de
aproximativ v1400 cm™ este reprezentata de prezenta gruparilor functionale alifatice. Banda
identificata la fecventa de aproximativ v1040 cm” este caracteristica prezentei in probe a
gruparilor functionale din glicozide contindnd drept aglicon polifenolii si din carbohidrati,

lipide si proteine.

Pe baza analizei frecventelor de absorbtie IR, benzile cele mai evidente apartin
frecventelor v3330cm™, v1636 cm™ si v1050 cm™, specifice grupérilor din compusi precum

polifenoli, carbohidrati, acizi grasi si proteine.
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Figura 8.7. Spectrul IR al sucului de legume
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Tabelul 8.8. Frecventele si grupdrile posibile prezente in sucul de legume

Gruparea functionala

Suc proaspat

Suc tratat termic  Suc fermentat

Suc fermentat

Suc fermentat

Suc fermentat ziua

ziua7 ziua 14 21
Grupéri ~O-H (alcooli fenoli) si legéituri de hidrogen —O-H... -O-H, Frecventa (v, cm-1) 3317,35 3326,92 3325,94 3329,34 3320,27 3327,29
banda amidica specifica proteinelor si acizilor nucleici ) .. < “ “ < “ “
’ Tipul benzii larga larga larga larga larga larga
Frecventa (v, cm-1) 2112,39 2187,51 2112,64 2282,64 2282,65 2112,89
Grupari nesaturate , tripla legatura
Tipul benzii slaba slaba slaba slaba slaba slaba
Frecventa (v, cm-1) - 2111,57 - 2107,15 2107,30 -
Grupéri nesaturate , tripla legatura
Tipul benzii - slaba - slaba slaba =
Frecventa (v, cm-1) - - - 1826,58 1826,58 -
Grupari carbonil in general, C=0
Tipul benzii - - - slaba slaba -
Grupéri aldehidice si cetonice cu caracter saturat, C=0, Frecventa (v, cm-1) 1636,32 1636,46 1636,62 1636,81 1636,44 1636,62
Duble legaturi conjugate C=C-C=C Tipul benzii intensa intensa intensa intensa intensa intensa
Frecventa (v, cm-1) - -
Grupari nesaturate -C=C-H, aromatice
Tipul benzii - -
Grupari esterice -COOOR Frecventa (v, cm-1) 1059,33 1058,4 1061,63 1044,83 1062,09 1044,85
Grupéari aminice, C-N
Tipul benzii medie medie medie medie medie medie

polizaharide
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Anumite modificari in compozitia moleculara a probei pot fi puse in evidenta prin analiza
spectrului  Raman, facand astfel spectroscopia Raman un obiect interesant pentru

caracterizarea si identificarea probelor vegetale.

Fiind o metoda non-distructiva, rapida si selectiva chimic, spectroscopia Raman ofera o
alternativa la metodele optice de identificare si caracterizare chimica care implica si o etapa de
purificare gi care poate denatura proba. Figura 8.8. ilustreaza imaginile obtinute la microscopul

Raman. Din examinarea imaginilor obtinute se observa picaturile de apa in probele liofilizate.

Suc proaspat Suc tratat termic Suc fermentat

Figura 8.8. Imaginile probelor liofilizate obtinute cu ajutorul microscopului Raman

O examinare detaliata a caracteristicilor spectrale indica prezenta compusilor carbonilici
(1515 cm™), a esterilor (1517 cm™) si a aminoacizilor cu banda amidica la 1874cm™ (Figura
8.9.). Benzile intense de la aproximativ 3000 cm™, respectiv 2900 cm™, sunt specifice
frecventelor de vibratie caracteristice legaturilor C-H, respectiv =C-H, prezente in moleculele

compusilor organici din probele analizate.
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Figura 8.9. Spectru reprezentativ pentru probele de suc fermentat

Concluzii partiale

% Sucul de legume imbogatit cu miere si pulpa de legume reprezintd o sursa

*

importanta de compusi nutritionali, in special glucide si fibre.

« Tratamentul cu microunde nu a avut un impact negativ semnificativ asupra
compusilor nutritionali. Conversia acidului ascorbic in acid dehidroscorbic este o reactie
reversibila. Tn probele noastre s-a constatat revenirea concentratiei vitaminei C la valoarea
apropiata de cea initiald. Acest fapt se poate datora fie reconversiei acidul ascorbic din acid

dehidroascorbic, fie eliberarii acestui compus din structura produsului. Concentratia

B-carotenului a crescut, datorita cresterii bioaccesibilitatii.

% Fermentarea a imbunatatit calitatea nutritivd a sucului de legume prin cresterea

*

continutului de vitamine B, polifenoli si flavonoide. Sucul de legume fermentat a demonstrat o
capacitate antioxidanta buna pe toata perioada de depozitare.

% Spectrele FT-IR si Raman au pus in evidentd rezultatele obtinute cu ajutorul

metodelor fizico-chimice.
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Contributii la dezvoltarea cunoasterii si perspective de continuare a cercetarilor

Scopul acestui studiu a fost obtinerea si caracterizarea unui produs sinbiotic pe baza de

legume fermentate.

In prima etapa a cercetarilor au fost optimizati parametrii procesului de fermentare.
Astfel, s-a obtinut un mix probiotic unic pe baza de Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
casei si Saccharomyces boulardii. Utilizdnd analiza statisticd pentru modelele realizate, in
vederea optimizarii conditiilor biotehnologice de obtinere a produsului sinbiotic, s-au constatat
urmatoarele:

@

% Cei doi factori utilizati in primul model, concentratia inoculului si raportul dintre culturile

de drojdii si bacterii, au un impact semnificativ asupra viabilitatii microorganismelor.

@

% Sucul de legume reprezinta un mediu favorabil pentru dezvoltarea microorganismelor

starter utilizate, datorita compozitiei nutritionale si a pH-ului.

0

% Datoritd competitiei pentru nutrienti, viabilitatea probioticelor scade semnificativ dupa

prima saptamana de depozitare.

Cea de-a doua etapa a optimizarii a presupus imbogatirea sucului de legume cu
nutrienti, astfel incat s& se mentina caracterul probiotic al produsului pe toata perioada de
valabilitate. Mierea poliflora si pulpa de legume liofilizatad au fost utilizate ca sursa de glucide,

respectiv fibre. In urma realizarii celui de-al doilea model s-a constat ca:

Y/

% Adaosul de nutrienti are un impact pozitiv semnificativ asupra viabilitatii
microorganismelor probiotice. Astfel, cu cresterea concentratiei se constata o stabilitate

mai buna a concentratiei probioticelor.

< Concentratia de drojdii si bacterii lactice a avut valori de peste 10" ufc/ml pe toatd

perioada termenului de valabilitate.

Prin compararea sucului de legume fermentat (P7) cu cel imbogatit cu nutrienti (P2), in
vederea stabilirii impactului nutrientilor asupra stabilitatii produsului, s-au stabilit urmatoarele

concluzii:

@

% Prin simularea conditiilor gastrointestinale, in vitro, s-a constatat ca bautura P2 prezinta

o buna stabilitate microbiologica.

* Analiza reologicd a pus in evidenta cresterea vascozitatii produselor pe perioada de
depozitare. In cazul probei P2, vascozitatea a crescut semnificativ datoritd unei

concentratii mai mari a exopolizaharidelor.

Ing. Leescu (Profir) Alina Georgiana 38



Cercetari biotehnologice de obtinere a unui produs sinbiotic cu rol functional destinat alimentatiei copiilor

7
0'0

Prin analiza colorimetrica s-a constatat ca proba P2 contine o concentratie mai mare de
pigmenti, avand valori mai ridicate ai parametrilor colorimetrici. Nu exista diferente
semnificative, din punct de vedere statistic, pentru evolutia acestor parametri pe

perioada de depozitare a produsului.

Prin analiza senzoriala s-a constatat ca adaosul de pulpa de legume nu a influentat
atributele senzoriale ale sucului de legume fermentat. Singurele diferente remarcate de

panelisti au fost in cazul gustului dulce, mai pregnant la proba P2.

Proba P2 a demonstrat o mai buna stabilitate si acceptabilitate pe perioada de

depozitare.

Prin analiza produsului finit din punct de vedere fizico-chimic s-au stabilit urmatoarele

concluzii:

Bautura contine o cantitate importanta de fibre solubile si insolubile, cu rol prebiotic.

Tratamentul cu microunde, utilizat pentru inhibarea microflorei patogene, nu a afectat in

mod semnificativ compusii nutritionali existenti in sucul de legume.

Fermentarea a imbunatatit calitatile nutritionale ale sucului de legume, prin cresterea

concentratiei vitaminelor B si a compusilor antioxidanti.

In perspectiva cercetérilor viitoare se propune:

» Efectuarea de studii clinice pentru stabilirea efectelor pe care le are bautura sinbiotica

asupra organismului uman.

» Analiza influentei diverselor ambalaje asupra stabilitatii caracteristicilor fizico-chimice si

microbiologice ale produsului.

» Obtinerea de noi bauturi pe baza de produse vegetale.
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