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Lista de abrevieri

GIT - tractul gastrointestinal

LAB - bacterii producitoare de Acid Lactic

ISAPP - Asociatia Stiintificd Internationala pentru Probiotice si Prebiotice
FAO - Organizatia pentru Alimentatie si Agricultura

UFC - unititi formatoare de colonii

STH - amidon solubil din cartofi

INU - inulina din cicoare

OLI - oligofructoza

MRS - mediu de cultura Man-Rogosa-Sharpe

MRS FG - mediu de cultura Man-Rogosa-Sharpe fara glucoza

MRS G/OLI/STH/INU - mediu de cultura Man-Rogosa-Sharpe modificat
G - glucoza

OMS - Organizatia Mondiald a Sanatatii

FAO - Organizatia pentru Alimentatie si Agricultura (Food and Agriculture
Organization)

ISAPP - Asociatia Stiintifica Internationala pentru Probiotice si Prebiotice
EPS - exopolizaharide

WGO - Ghid de practica al Organizatiei Mondiale de Gastroenterologi
GC-MS - cromatografia de gaze cuplata cu spectrometria de masa
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SCOPUL SI OBIECTIVELE TEZEI DE DOCTORAT

Scopul tezei de doctorat a fost realizarea unor cercetdri privind
dezvoltarea de noi retete optime pentru matricea de Tncapsulare a
microorganismelor probiotice cu aplicabilitate industriala.

Cercetérile derulate pe parcursul studiilor de doctorat au vizat mai
multe obiective stiintifice:

= Studiul bibliografic al literaturii de specialitate privind utilizarea
microorganismelor probiotice cu aplicatii Tn industria alimentara,
metode de microincapsulare si efectele consumului de probiotice
asupra sanatatii umane.

= Studierea evolutiei tulpinilor de bacterii din genul Lactobacillus Tn
diferite medii cu scopul stabilirii conditiilor optime de dezvoltare.

= Microincapsularea bacteriilor din genul Lactobacillus Tn diferite
matrici polimerice prebiotice pentru obtinerea de sinbiotice cu
viabilitate celulara ridicata.

=  Testarea viabilitatii celulare din microcapsulele sinbiotice Tn sucuri
gastrice si intestinale simulate

= Dezvoltarea si caracterizarea a doua produse alimentare (iaurt si
iaurt vegetal de ovaz) cu sinbiotice cu scopul stabilirii viabilitatii
celulare a bacteriilor din genul Lactobacillus

Cuvinte cheie:

Probiotice, prebiotice, sinbiotice, Lactobacillus casei, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus rhamnosus, dimensiune, microincapsulare,
viabilitate, iaurt din lapte de vaca, iaurt din lapte de ovaz.

Ca structurd, teza de doctorat intitulatd ,,CERCETARI PRIVIND
OBTINEREA DE SINBIOTICE CU BACTERII DIN GENUL
LACTOBACILLUS MICROINCAPSULATE PENTRU APLICATII IN
INDUSTRIA ALIMENTARA” cuprinde doua parti, fiind impartita in cinci
capitole. Tn prima parte este prezentati o sintezi a datelor de literaturd cu
privire la studiul probioticelor si utilizarea acestora Tn industria alimentara,
in timp ce Tn partea a doua sunt prezentate contribuitiile originale la aceste
doua domenii. Fiecare capitol se incheie cu concluzii partiale iar la urma
acestea sunt dezvoltate intr-un capitol de concluzii generale. De asemenea,
teza cuprinde lista de abrevieri, referinte bibliografice si o listd cu
diseminarea rezultatelor cercetarii.

Capitolul 1 al acestei teze, ,Stadiul actual al cercetarilor in
domeniul utilizarii probioticelor, prebioticelor §i sinbioticelor in produsele
alimentare”, expune date din literatura de specialitate privind istoricul
descoperirii microorganismelor probiotice, partea de taxonomie, efectele
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probioticelor asupra sanatatii umane ca urmare a utilizarii individuale sau in
diferite asocieri si utilizarea lor in industria alimentara.

Utilizarea microorganismelor probiotice in alimente a fost criticata
deoarece existd mai multi factori responsabili de pierderea viabilitatii
celulare in timpul productiei (de exemplu fermentatia), procesarii (pH
scazut, oxigen, temperatura de fermentatie/incubare, rata de racire,
compozitia matricei alimentare, disponibilitatea nutrientilor) si depozitarii
(materialele de ambalare, metodele de stocare, temperatura). Conditiile
tractului gastrointestinal (pH-ul scdzut al stomacului si prezenta sarurilor
biliare din intestinul subtire) pot afecta de asemenea viabilitatea
probioticelor. Toate acestea au generat necesitatea dezvoltdrii unor
tehnologii adecvate pentru mentinerea viabilitatii celulare.

Dintre toate tehnologiile existente, Tn acest studiu, s-au analizat
urmdtoarele tehnici de Tncapsulare: extrudarea, emulsia si uscarea prin
pulverizare. Toate aceste metode au prezentat atdt avantaje cat si
dezavantaje Tn Tncapsularea probioticelor.

Uscarea prin pulverizare, poate fi consideratd cea mai eficienta
metoda din punct de vedere al costurilor, a disponibilitatii echipamentelor, a
dimensiunii particulelor, a volumelor de procesare si a faptului ca este un
proces continuu (Behboudi-Jobbehdaret al., 2013). Cu toate acestea,
viabilitatea celulelor probiotice poate fi influentatd in mod semnificativ de
conditiile de uscare prin pulverizare.

Microincapsularea prin gelifierea ionicd externd este foarte
exploatatd prin utilizarea polizaharidelor naturale. Pentru aceasta tehnica nu
se folosesc solventi organici si se efectueaza la temperatura camerei, fiind
una dintre cele mai blande metode pentru Tncapsularea probioticelor. Cu
toate acestea, un dezavantaj al acestei tehnici este porozitatea pe care o
prezintd particulele si care poate afecta viabilitatea materialului Tncapsulat
(de Aradjo Etchepare et al., 2016).

Tn prezentul studiu s-a urmdrit totodati si realizarea unei analize a
impactului pe care tehnicile si materialele de incapsulare il prezinta asupra
procesului global de obtinere a microcapsulelor, asupra caracteristicilor
acestora dar si asupra mentinerii unei viabilitati celulare ridicate.

Materialele de incapsulare studiate in general sunt: alginatul de
sodiu, alginatul de calciu, caragenanul, amidonul, proteinele din zer,
chitosanul etc. Alginatul de sodiu este unul dintre polimerii cei mai folositi
ca material de incapsulare, deoarece formeazd o matrice extrem de
accesibild, biocompatibild si non-toxicd pentru protectia ingredientelor
active, in special a microorganismelor probiotice si a celulelor sensibile la
diversi factori la care produsele alimentare sunt expuse in timpul procesarii
si depozitarii. Desi alginatul de sodiu este potrivit pentru incapsulare, gelul
sdu este poros si sensibil la valori de pH extreme, afectdnd astfel atét
eliberarea cét si protectia compusilor (Mortazavian & Sohrabvandi, 2007).
Existd mai multe modalitati de a depasi acest obstacol si de a imbunatati
stabilitatea microorganismelor, de exemplu, adaugarea unui substrat nutritiv
n compozitia capsulei (Chen, K. N et al., 2005).

10
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Studiul probioticelor a condus la dezvoltarea prebioticelor. Conform
Asociatiei Stiintifice Internationale pentru Probiotice si Prebiotice (ISAPP),
prebioticele sunt definite ca ,un substrat selectiv utilizat de
microorganismele gazdd care oferd beneficii pentru sanitate”. Legumele,
fructele si cerealele reprezintd surse prebiotice datoritd continutului de:
pirodextrinele, amidon, inulind, oligofructoza, xiloza, galactoza etc. (Kerry
etal., 2018).

Din asocierea unui probiotic si a unui prebiotic rezultd un produs
sinbiotic care poate creste viabilitatea celulara a probioticului in timpul
productiei si depozitarii, dar in acelasi timp imbunatateste efectele asupra
intestinului. (Raddatz et al. 2019, De Prisco et al. 2016).

S-a observat cd tehnica de incapsulare prin extrudare si utilizarea
alginatului de sodiu alaturi de un substrat nutritiv prezintd numeroase
avantaje ce recomanda integrarea acestei asocieri in procesul industrial de
obtinere a microcapsulelor usor de utilizat, stabile si ieftine cu caracteristici
fizico-chimice superioare.

Capitolul 1l intitulat ,,Cercetari privind microincapsularea
probioticelor in matrici polimerice” prezinta experimentele ce au avut ca
scop dezvoltarea de noi retete optime pentru matricea de incapsulare a unor
microorganisme probiotice. S-a urmarit evaluarea diferitelor combinatii de
alginat de sodiu si alti biopolimeri adjuvanti precum inulina din cicoare,
oligofructoza, amidonul din cartofi si glucoza. S-a studiat care combinatie
este cea mai eficientd si in ce concentratie rezultda formula optima pentru
imbunatatirea supravietuirii tulpinilor probiotice.

Tn prima parte a studiului, pe baza analizei efecutate in capitolul I,
au fost selectate tulpinile probiotice: Lactobacillus casei 431®,
Lactobacillus plantarum si Lactobacillus rhamnosus. Prima tulpind este o
marcd Iinregistratd Christian Hansen si a fost achizitionata de la
reprezentantii acestui institut din Romania. Celelalte doua tulpini formeaza
o culturd mixtd sub numele Bioprox RP 80 din Franta, distribuitd de SC
Enzimes & Derivates SA (Roménia, Piatra Neamt). Aceste tulpini sunt
utilizate deja in industria alimentara de cativa ani pentru imbogatirea
alimentelor precum: iaurtul, laptele batut, banza proaspata, smantana,
cascavalul etc. dar nu in forma incapsulata. Pana in prezent, din cercetarile
literaturii de specialitate, s-a constatat cd aceasta asociere de probiotice:
Lactobacillus casei 431® + Lactobacillus plantarum + Lactobacillus
rhamnosus din studiul de fata nu a fost realizata.

Ca prim obiectiv dupd selectarea tulpinilor probiotice, a fost
alegerea substraturilor nutritive vegetale in vederea cresterii biomasei
celulare si, implicit, a viabilitatii acesteia. Astfel, prebioticele alese au fost
inulina din cicoare, amidonul din cartofi si oligofructoza. Pentru aceasta s-
au efectuat experimente Tn vederea stabilirii parametrilor optimi de cultivare
a tulpinilor alese pentru procesul de microincapsulare Tn timpii optimi. Tn
acest context sunt prezentate cercetarile privind testarea activitatii prebiotice
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si masurarea cresterii biomasei prin metode fizico-chimice si
microbiologice.

Inlocuirea glucozei din mediul de culturd original Man-Rogosa-
Sharpe (MRS) cu prebiotice, a favorizat cresterea biomasei celor trei tulpini
de lactobacili atat din culturile individuale cét si din cultura mixta studiatd
in timpul incubatiei la 37 °C. Efectul prebioticelor asupra cresterii biomasei
celulare a fost monitorizat separat pentru tulpina Lactobacillus casei pentru
o perioada de 12 h (Fig. 2.1), apoi pentru L. plantarum si L. rhamnosus
pentru o perioada de 10 h (Fig. 2.2 si Fig. 2.3) si ulterior pentru cultura
mixta de lactobacili pentru o perioada de 10 h (Tab. 2.1). Monitorizarea a
fost efectuatd din doua in doud ore urmarind evolutia pH-lui (Tab.2.2),
densitatea optica prin spectrofotometrie (Fig. 2.1, Fig. 2.2) si inocularea n
mediu MRS agar pentru numaratoare de colonii (Tab. 2.1 si Fig. 2.3). S-a
constatat totusi cd determinarea biomasei celulare efectuatd cu ajutorul
spectrofotometrului Jenway 6400 (Jenway Ltd, Marea Britanie) la o
lungime de unda de 600 nm nu ofera rezultate exacte ale cresterii biomasei
celulare in mediile de culturd Tntrucét sunt masurate toate celulele: celule
vii, celule in stare latenta si celule moarte.
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3.00E+09 R#=0,899 300E409 = R2=0,957

_ 2.50E+09 2.50E+09 .

£ 2.00E+09 E 2.00E+09

£ 1.50E+09 8 L50E+09
1.00E+09 > 1.00E+09
5.00E+08 5.00E+08 ¢
0.00E+00 +——+—— 0.00EH00  Lommmmmmmsse

02 4 6 810121416 0 2 46 810121416
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Fig. 2.1 Cresterea biomasei celulare a speciei L. casei in mediile de culturd modificate: a)
amidon, b) inulind, c) oligofructoza si d) glucoza raportate la curba McFarland Tn mediile de
culturd MRS modificate
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Tab. 2.1. Numir de celule viabile din cultura mixtd dupa 10 h de monitorizare.

Timp (h) MRS G MRS FG MRS INU MRS OLI MRS STH
(logyo ufc/ml)  (logy ufc/ml) — (logyo ufc/ml)  (logye ufe/ml) — (logse ufc/ml)

0 851+0,01% 853+0,03" 848+0,02* 849+0,01* 846 +0,02"

2 8,96 +0,01°° 856+0,01 8,75+0,02°®8 881+0,01°C 857002

4 9,01+0,01°® 8,62+0,024 9,06+0,01® 9,17+0,01° 858 +0,03"

6 8,32+0,04® 7,70+0,02* 9,15+0,03° 9,49+0,01° 9,48 +0,04%°

8 7,84+0,02°4 7,61+0,06" 9,51+0,03® 951+0,04% 9,32+0,04®

10 7,30 £0,02®8  3,60+0,01* 9,64+0,02° 952001 9,54+0,01%

Mediul de cultura MRS G — realizat conform retetei originale, mediul de cultura MRS FG — fara
sursd de carbon, mediul de cultura MRS INU — cu inulina ca sursa de carbon, mediul de cultura
MRS OLI — cu oligofructoza ca sursa de carbon, mediul de cultura MRS STH — cu amidon din
cartofi ca sursa de carbon. Valorile sunt exprimate Tn logyoufc/ml si reprezintd media + deviatia
standard a trei replici. Superscriptele cu litere mici sunt utilizate pentru a diferentia valorile intre

randuri, Tn timp ce superscriptele cu litere mari pentru a diferentia valorile intre coloane.

1.20E+10 1.20E+10
1.00E+10 1.00E+10
8.00E+09 8.00E+09
"E6.00E+09 E 6.00E+09
54.00E+09 S 4.00E+09
= 00E+09 > 2.00E+09
0.00E+00 0.00E+00
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 1012
a) Timp (h) b) Timp (h)
1.20E+10 1.20E+10
1.00E+10 1.00E+10
— 8.00E+09 — 8.00E+09
D 6.00E+09 5 6.00E+09
> 4.00E+09 S 4.00E+09
2.00E+09 2.00E+09
0.00E+00 0.00E+00
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
c) Timp (h) d) Timp (h)

Fig. 2.2. Cresterea biomasei celulare pentru L. plantarum si L. rhamnosus raportate la curba
McFarland in mediile de culturda MRS modificate: a) mediu MRS fara glucoza, b) mediu MRS
fara glucoza, ¢) mediu MRS cu oligofructoza si d) mediu MRS cu inulind

Pe parcursul celor 10 ore de monitorizare a cresterii biomasei
celulare la 37 °C, s-a observat ca in mediile de cultura utilizate ca martor,
MRS FG si MRS G, lactobacilii au avut o usoara crestere in primele 4 ore.
Din cauza unei necesitatii crescute de energie metabolica, in cazul MRS FG
si MRS G, rezervele nutritionale au fost limitate si prin urmare, numarul de
celule viabile a inceput sa scada incepand cu a 6-a ord de monitorizare.
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Fig. 2.3 — Cresterea biomasei celulare pentru speciile Lactobacillus plantarum si Lactobacillus

rhamnosus (MMRS Mediu de cultura cu glucoza, k4 MRS FG — mediu de culturd fira glucoza,

H MRS INU — mediu de cultura cu inulind, # MRS OLI — mediu de cultura cu oligofructoza,
B MRS Sth — mediu de cultura cu amidon), ufc/ml — unitati formatoare de colonii/ml.

Datele experimentale au ararat cd biomasa celulard a crescut mai
mult (p < 0,05) in prezenta inulinei, comparativ cu celelalte substraturi. in
urma analizei statistice s-a constatat ca la momentul 0 nu exista diferente
semnificative (p > 0,05) intre cresterile biomasei celulare pe diferitele medii
luate in studiu. Daca dupa 10 h de monitorizare a biomasei celulare, intre
MRS OLI si MRS STH, nu s-a observat o diferentd semnificativa (p > 0,05),
intre toate celelalte medii de culturd aceastd diferentd a fost observata (p <
0,05). Faptul ca mediul cu inulina a fost favorabil cresterii biomasei celulare
n detrimentul mediului cu amidon poate fi explicat prin structura chimica
complexd a amidonului comparativ cu cea a inulinei si oligofructozei.
Legaturile chimice ale amidonului s-au scindat mai greu ca urmare a
procesului metabolic al microorganismelor. Cresterea biomasei celulare pe
mediile de cultura cu diferite tipuri de surse de carbon (INU, OLI, STH) a
aratat capacitatea tulpinilor de lactobacili de a descompune prebioticele
studiate. Se pare cd, asa cum s-a mentionat mai sus, structura chimica are un
rol important in procesul de metabolizare a surselor de carbon de catre
lactobacili si viteza cu care are loc.

Eficacitatea activitatii prebiotice a fost, de asemenea, observata prin
monitorizarea evolutiei aciditatii mediului de culturd (Tab. 2.2) pentru
fiecare tip de prebiotic. in ceea ce priveste evolutia pH-ului, rezultatele au
aratat ca, dupa 10 h de incubare, odatd cu cresterea concentratiei celulare,
valoarea pH-ului scade cu fiecare citire a intervalului. Cresterea aciditétii
mediilor a avut loc ca urmare a consumului sursei de carbon si, probabil, a
transformarii acesteia in acizi organici (Pimentel-Gonzalez et al., 2009).
Acest lucru se datoreaza faptului cd bacteriile homofermentatoare
fermenteazd zaharurile in principal Tn acid lactic, iar bacteriile
heterofermentatoare pe langa acidul lactic produc si alte produse cum ar fi:
acid acetic, etanol, CO, si acid formic, diacetil, acetoina si 2,3-butandiol din
citrat, peptide bioactive din catabolismul aminoacizilor si exopolizaharide
din carbohidrati (de Souza Oliveira et al., 2012).
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Tab. 2.2. Modificarile de pH pe timpul perioadei de monitorizare pentru L.plantarum +
L.rhamnosus

Tip de Timp (h)
mediu 0 2 8 10
MRS STH  590+0,12°°  4,97+0,03C  4,65+0,08°°  4,41+0,01%"  4,4040,14°*  4,36+0,11%"
MRS OLI 5,95+0,06°  501+0,01%F  4,66+0,04°°  4,49+0,02°°  4,36+0,01%®  4,27+0,02%
MRS INU  590+0,06°  508+0,01°°  4,71+0,02°C  4,5140,01"®  4,35+0,02**  4,32+0,02°*
MRS 5,9040,06°  516+0,06%F  506+0,01°°C  4,99+0,02¢  4,81+0,02® 4,500,019
MRS FG 6,00£0,01%  512+0,05°  4,94+0,01°C  4,55+0,01°°  4,43+0,01°*  4,38+0,01%

MRS STH — mediu de culturd cu amidon; MRS OLI — mediu de cultura cu oligofructoza; MRS
INU — mediu de cultura cu inulind; MRS — mediu de cultura cu glucozd; MRS FG — mediu de
culturd fara glucoza. Valorile sunt rezultatul a trei determinari si sunt exprimate ca valoare medie
+ abaterea standard. Literele mici sunt utilizate pentru a diferentia valorile intre randuri, in timp ce
literele mari pentru a diferentia valorile intre coloane.

Rezultatele au aratat ca productia de biomasa celulard si consumul
de substrat au crescut semnificativ dupa 10 si respectiv 12 h pentru mediul
de cultura suplimentat cu prebiotice. Cresterea biomasei celulare pe mediile
de cultura cu diferite tipuri de surse de carbon a aratat capacitatea tulpinilor
de lactobacili de a descompune prebioticele studiate, atingand astfel un alt
obiectiv al acestei teze.

Cele trei surse de carbon testate au condus la o imbunitatire a
cresterii  biomasei celulare comparativ cu substraturile de control.
Rezultatele obtinute au condus la validarea utilizarii prebioticelor testate atat
ca substrat nutritiv, cat si ca material de incapsulare.

Tn cea de a doua parte a capitolului, datele experimentale prezentate
relevd obtinerea unor retete optime pentru matricea de microincapsulare
celularda care sa ofere proprietiti superioare in ceea ce priveste
caracteristicile fizico-chimice ale microcapsulelor. De asemenea se prezinta
dezvoltarea unui sistem inovativ de protectie al celulelor probiotice bazat pe
microincapsulare prin extrudare Tn matricile de alginat-prebiotic.

in definirea retetelor optime un rol important I-a avut caracterizarea
morfologiei microcapsulelor cu ajutorul microscopiei optice si microscopiei
electronice cu scanare (Fig. 2.4, Fig.2.5, Fig.2.6 si Fig.2.7). Aceasta a ajutat
la o0 mai buna intelegere a posibilelor modificari morfologice sau structurale
ale microcapsulelor in timpul procesului de microincapsulare.
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c d
Fig. 2.4 Morfologia microcapsulei cu inulind: a — microcapsule cu 1,5% inulind + 2% alginat; b —
microcapsule cu 2% inulina + 2% alginat; ¢ — peretele microcapsulei cu 1,5% inulind + 2%
alginat; d — peretele microcapsulei cu 2% inulina + 2% alginat

Tn procesul de microincapsulare pentru extrudarea emulsiei au fost
utilizate ace de diferite dimensiuni. Pentru Tnceput s-au utilizat ace cu un
diametru interior de 0,45 mm, apoi s-au utilizat ace cu un diametru interior
de 0,40 mm, 0,33 mm si 0,29 mm.
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Fig. 2.5. Morfologia microcapsulei cu amidon: a — microcapsule cu 1% amidon + 1,75% alginat; b
— microcapsule cu 2% amidon + 2% alginat; ¢ — peretele microcapsulei cu 1% amidon + 1,75%
alginat; d — peretele microcapsulei 1% amidon + 1,75% alginat; e — microcapsule cu 2% amidon +
2% alginat; f — microcapsule cu 2% amidon + 2% alginat

Totodata materialele utilizate pentru matricea capsulei au fost
testate in diverse concentratii. Pe de o parte concentratia alginatului a fost
crescutd de la 1% la 1,50 %, 1,75 % si 2%, pe de altd parte concentratia
prebioticului de la 1% la 1,5 si respectiv 2 %. Prin cresterile treptate ale
concentratiilor si micsorarea diametrelor de extruziune s-a constatat cd
dimensiunile microcapsulelor au fost diferite in randul aceluiasi tip de
material. S-a observat ca marimea microcapsulelor poate fi influentatd de
factori precum: concentratia de alginat, concentratia de clorurd de calciu,
diametrul acului, presiunea pompei, distanta dintre ac si solutia de CaCls,
viteza de agitare si de raportul dintre apa si ulei.
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Fig. 2.6 Morfologia microcapsulei cu oligofructoza: a — microcapsule cu 1% oligofructoza + 1%
alginat; b — microcapsule cu 1% oligofructoza + 2% alginat; ¢ — peretele microcapsulei cu 1%
oligofructoza + 1% alginat; d — peretele microcapsulei 1% oligofructoza + 2% alginat; e —
microcapsule cu 2% oligofructoza + 2% alginat; f — microcapsule cu 2% oligofructoza + 2%
alginat
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Fig. 2.7. Morfologia microcapsulei cu glucoza: a — microcapsule cu 1% glucoza + 1,75% alginat;
b — peretele microcapsulei cu 1% glucoza + 1,75% alginat; ¢ —microcapsule cu 2% glucoza + 2%
alginat; d — microcapsule cu 2% glucoza + 2% alginat

Rezultatele obtinute in urma evaluarii diametrului mediului si
distributiei dimensiunii microcapsulelor proaspete dar si a celor supuse
actiunii sucurilor gastric si intestinal, au contribuit la ajustarea
concentratiilor de materiale din matricea de incapsulare.

Histograma din Fig. 2.8 aratd faptul ca o crestere usoard a
concentratiei de prebiotic nu modifica semnificativ dimensiunea
microcapsulelor. Acelasi aspect se poate observa si din analiza Tab. 2.3 cu
dimensiunile microcapsulelor ce contin in matricea lor 1,75% alginat si 1%
prebiotic.
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Dimensiunea microcapsulelor sinbiotice cu 1,5% inuluna (pm)
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Fig. 2.8. Distributia dimensiunii microcapsulelor: Bl — microcapsule umede cu 2% si 1,5%
inulind; B — microcapsule uscate cu 2% si 1,5% inulind. INU — inulini. Fiecare bar prezinta
media a trei determindri + abaterea standard

Tab. 2.3 Dimensiunile microcapsulelor cu 1,75% Alginat + 1 % prebiotic.

Tip de Media  Abatere standard Valoare minima Valoare maxima
microcapsule (mm) (mm) (mm)
OLI umede 0,37 0,09 0,20 0,59
OLI uscate 0,25 0,05 0,15 0,39
OLI1hSG 0,36 0,11 0,24 0,52
OLI1hsSI 0,81 0,19 0,15 1,16
OLI 1+1 0,81 0,19 0,39 1,19
STH umede 0,45 0,10 0,23 0,64
STH uscate 0,29 0,06 0,18 0,44
STH1hSG 0,34 0,10 0,16 0,56
STH1hSI 0,72 0,17 0,39 1,12
STH 1+1 0,76 0,12 0,51 0,95
G umede 0,36 0,08 0,21 0,54
G uscate 0,22 0,05 0,16 0,35
G1hSG 0,36 0,15 0,16 0,89
G1lhsl 0,50 0,15 0,26 1,05
G1+1 0,74 0,21 0,40 131

OLI — microcapsule sinbiotice cu oligofructoza; STH — microcapsule sinbiotice cu amidon, G —
microcapsule sinbiotice cu glucoza; 1 h SG — microcapsule sinbiotice ce au stat 1 h Tn sucul
gastric simulat la 37 °C, 1 h SI — microcapsule sinbiotice ce au stat 1 h in sucul intestinal simulat
la 37 °C, 1+1 — microcapsule sinbiotice ce au stat 1 h in sucul gastric, apoi 1 h in sucul intestinal
la 37 °C. Valorile reprezinta media a 55 de microcapsule sinbiotice, exprimata in mm.

Ultima parte a acestui capitol cuprinde rezultatele studiilor efectuate
asupra influentei diferitelor concentratii din fiecare material in parte din
matricea de incapsulare asupra viabilitatii celulare din microcapsule in
functie de perioada si conditiile de depozitare in medii care simuleaza in
vitro sucul gastric si cel intestinal.
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Mentinerea viabilitatii celulare in timpul si dupa procesul de
incapsulare reprezintd un factor foarte important, indiferent de tipul
tehnicilor de incapsulare utilizate. Tn tab. 2.4 sunt prezentate rezultatele
eficientei incapsularii in functie de concentratiile utilizate pentru obtinerea
matricelor microcapsulelor. In cazul studiului de fati, s-a observat ca
indiferent de concentratiile utilizate s-au obtinut randamente optime de
incapsulare pentru toate variantele testate dar cu diferente semnificative
ntre ele (p > 0,05).

Tab. 2.4 Viabilitatea celulara inainte si dupa incapsulare. Eficienta incapsularii %

Incirciatura Incarcitura

Compozitia matricei de probiotica din probiotica din inEc;iCIeI;Ea..
ncapsulare emulsie microcapsule psulart
log;o ufc/ml logso ufc/g %
G 11,05 +0,98° 11,27 1,05 102,01 + 2,60°
1,75% alginat+  OLI 10,92 + 1,24° 11,47 £2,01° 105,13 + 1,06°
1% prebiotic STH 13,38 £ 0,34° 14,49 £1,27° 108,30 + 1,58°
INU 13,46 +0,85° 13,48 +0,98° 100,15 + 2,14%
INU 8,75 +1,14° 9,27 + 0,66 106,043 + 2,04°
1,5% alginat + STH 8,72 £0,43 9,55+ 0,85 109,55 + 2,03
1,5% prebiotic oLl 10,95 + 1,14° 11,47 £0,05° 105,51 + 0,05
G 11,05 + 0,34° 11,26 +0,15° 102,02 + 1,05%
Lo%alginat + 1612+003  1458+0,06° 90,42+ 0,14°
2% prebiotic
INU 16,45 + 0,09° 14,50 +0,04° 88,16 + 0,13°
2% alginat + oLl 16,17 + 0,05 14,26 + 0,03° 88,19 + 0,09°
2% prebiotic STH 16,12 + 0,08° 14,03 +0,03° 87,02 +0,12°
G 16,09 + 0,04° 14,09 + 0,02 87,54 +0,11°

OLI — microcapsule sinbiotice cu oligofructoza; STH — microcapsule sinbiotice cu amidon; G —
microcapsule sinbiotice cu glucoza; INU — microcapsule sinbiotice cu inulina. Valorile sunt
rezultatul a trei determinari si sunt exprimate ca media + abaterea standard. Literele mici sunt
utilizate pentru a diferentia valorile intre randuri.

Viabilitatea celulelor probiotice microincapsulate pe perioada
depozitarii este prezentatd in Tab. 2.5. Tn urma analizelor s-a constatat
importanta concentratiei de biopolimer dar si de prebiotic in mentinerea
viabilitatii celulare ca urmare a procesului de incapsulare dar si ca urmare a
perioadelor de depozitare. Valorile obtinute pentru viabilitatea celulara din
acelasi moment de stocare si acelasi tip de microcapsule au fost analizate
statistic si s-a constatat ca exista diferente semnificative (p < 0,05). Totodata
s-au evaluat statistic si toate perechile si asocierile posibile de la acelasi
moment de stocare (INU Ty — G To, INU T - STH Tg; INU T, - OLI To; OLI T —
STH TQ, oLl Tg -G TQ, STH TQ -G To, urmﬁnd T7, T14, Tzl, T30, T45 ) §1
bineinteles si microcapsulele cu matrici diferite. Astfel, incarcatura celulara
atat in microcapsulele sinbiotice cu INU (2% alginat + 2% prebiotic), cat si
in microcapsulele sinbiotice cu STH (2% alginat + 2% prebiotic) a fost de
9,00 log10 ufc/g, respectiv 8,98 log10 ufc/g. Tn microcapsulele sinbiotice cu
OLI (2% alginat + 2% prebiotic) s-a obtinut o incarcatura celulara de 8,33
logl0 ufc/g care este foarte apropiata de celelalte douad tipuri de
microcapsule dupa 30 de zile de depozitare.
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in microcapsule este necesar si existe o incarciturd probiotica
suficient de mare astfel incat atunci cand acestea ajung la locul de actiune in
intestin sa se regdseasca in cantitatea optima pentru o colonizare eficienta.

Rezultatele obtinute ca urmare a studiului viabilitatii celulare in
conditii gastrointestinale simulate in vitro pentru toate tipurile de
microcapsule (2% alginat + 2% prebiotic; 1,5% alginat + 2% prebiotic;
1,75% alginat + 1% prebiotic; 1,5% alginat + 1,5% prebiotic) au aratat si ele
impotanta compozitiei matricei microcapsulelor.

Tab. 2.5. Viabilitate tulpinilor de lactobacili in timpul perioadei de depozitare

Perioada Microcapsule sinbiotice
Compozitia de G oLl STH INU
matricel de'z;’izlgare (logio ufclg)  (logm ufclg)  (logmo ufclg)  (logio ufclg)
2% alai To 14,08+0,02°A  14,25+0,02"®  14,03+0,03%*  14,50+0,04*C
% alginat T 10,85+0,04%*  11,68+0,20®  11,80+0,07®  12,160,15%°
2;) T 7,8540,05%°  8,94+0,04°®  9,32+40,04°°  10,39+0,09°°
prebiotic Ta 7,42+0,05"* 8,50+0,04%® 9,24+0,04"C 9,77+0,07°°
Tao 6,78+0,15*  8,30+0,00®®  8,98+0,06° 9,00+0,02%
INU
. (log, ufc/g)
1.5% g"i'”at T 14,5820,09°
prebiotic T 11‘8010’17,,
T 8,80+0,17
Ty 7,16+0,15
STH INU
1750 (logye ufc/g) (logy ufc/g)
11970 To 13,52+0,04°° 13,24+0,04%
3'91[]/;’“ * T, 11,40£0,01% 11,47+0,02%
prebigﬂ . Tu 9,97+0,02°A 10,33+0,03®
To 7,90+0,09°* 9,53+0,13°8
Tao 7,230,034 8,23+0,03%°
OLI G STH INU
(logip ufc/g)  (logyo ufclg)  (logye ufc/g) (logso ufc/g)
1.5% algint To 11,47¢o,05;cD 11,2610,12e° 9,55 J_ro,2°Bc 9,27+0,01°A
S 5% T 9,56¢o,1odc 8,36J_r0,10: 9,52¢0,04;B 9,23¢0,o4gz
preb'iotic T 9,49+0,11 6,37+0,10° 9,07+0,02 9,13+0,05
T 7,01£0,25%® 4,01+0,13%* 7,63+0,01%° 7,58+0,01%
Tao 6,23+0,21°8 3,54+0,47°*
Tus 5,52+0,27%° 2,6520,16**

OLI — microcapsule sinbiotice cu oligofructoza; STH — microcapsule sinbiotice cu amidon; G —
microcapsule sinbiotice cu glucoza; INU — microcapsule sinbiotice cu inulind. Valorile sunt in
log10 ufc/g si reprezinta rezultatul a trei determinari, fiind exprimate ca valoarea medie + abaterea
standard, litere mici sunt folosite pentru a diferentia valorile intre randuri, in timp ce litere mari
pentru a diferentia valorile dintre coloane (p < 0,05).

Astfel, in urma experimentelor s-a observat importanta concentratiei
de prebiotic dar si a celei de biopolimer pentru mentinerea unei viabilitati
celulare ridicate. Rezultatele viabilitatii celulare obtinute ca urmare a
actiunii sucurilor gastrointestinale simulate in vitro atat dupa procesul de
microincapsulare cat si pe parcursul depozitarii refrigerate timp de 30 de
zile la 4 °C din microcapsulele ce au in matricea lor 2% alginat si 2%
prebiotic sunt redate Tn Fig. 2.9.
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Fig. 2.9. Viabilitatea celulari in sucurile gastrointestinale simulate pentru microcapsulele
sinbiotice cu 2% alginat + 2% prebiotic (a - glucoza, b - amidon, ¢ - oligofructoza si d - inulina). 1
h SG — viabilitatea in microcapsule ce au stat o ora in sucul gastric simulat la 37 °C, 1 h ST —
viabilitatea in microcapsule ce au stat 1 h (2 h, 3 h si 4 h) in sucul intestinal simulat la 37 °C, 1 h
SG + 1 h SI (2 h SIsi3 h Sl)- viabilitatea n microcapsule ce au stat 1 h (2, respectiv 3 h) in
sucul gastric, apoi 1 h in sucul intestinal la 37 °C. M — To, B — T7, bd — Ty, B — Ty si b — T —
momentele de analiza in functie de zilele de depozitare ale microcapsulelor raportate la ziua
microincapsularii. Fiecare bard prezinta media a trei determinarii + abaterea standard
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S-a observat ca cea mai buna formuld din cele testate pentru a oferi
protectia celulard cea mai eficientd in timpul procesului tehnologic de
obtinere a microcapsulelor, in timpul depozitarii in conditii de refrigerare
dar si in urma actiunii sucurilor gastrointestinale simulate este cea care
contine 2% prebiotic si 2% alginat. Aceste valori indica faptul ca
concentratiile surselor de carbon utilizate pentru mentinerea unei viabilitati
ridicate au atins obiectivele urmarite. S-a constatat cd, dupa actiunea
sucurilor gastro-intestinale, viabilitatea celulara se incadreaza in limitele
recomandate de Organizatia pentru Alimentatie si Agriculturd a Organizatiei
Natiunilor Unite (FAO). Prin urmare, concentratia de 2% atat pentru
prebiotic cat si pentru alginat, precum in cazul de fata: a inulinei de 2% in
microcapsule, a fost cea mai eficientd pentru mentinerea viabilitatii celulare
in conditii gastrice simulate pe o perioada de depozitare de 30 de zile.

Odata cu dezvoltarea formulei optime s-a reusit dezvoltarea unui
sistem de microincapsulare pornind de la concentratiile diferitelor
ingrediente, dimensiunile si diametrele acelor pana la distanta si viteza de
sistemului implementat a fost posibild obtinerea microcapsulelor sinbiotice
cu dimensiuni de ordinul sutelor de micrometri (200-450 pm), a formelor
acestora cu preponderenta sferice, a unei eficiente de microincapsulare mult
ridicate raportate la tehnica utilizata si la dimensiunile obtinute. Totodata,
rezultatele au aratat faptul cd procesul de microincapsulare ales si noul
sistem tehnologic dezvoltat nu este responsabil pentru scaderea viabilitatii
celulare.

S-a putut demonstra ca mentinerea viabilitatii celulelor probiotice
microincapsulate in matrici de alginat-prebiotic s-a putut mentine mult peste
nivelul minim recomandat (108-10 ufc/g) in timpul procesului tehnologic de
obtinere a microcapsulelor, in timpul depozitdrii in conditii de refrigerare
timp de 30 de zile dar si in urma actiunii in vitro a sucurilor gastrointestinale
simulate dupa cele 30 de zile de depozitare.

Capitolul 1l ,Cercetari privind utilizarea microcapsulelor
Sinbiotice n iaurt”, prezinta datele experimentale obtinute cu scopul de a
verifica eficienta matricei de microincapsulare avand in vedere mentinerea
viabilitatii culturilor probiotice incapsulate si inoculate in iaurt, cat si
studierea proprietitilor fizico-chimice, reologice si de texturd a acestuia. in
acest capitol s-a urmarit: studierea evolutiei viabilitdtii celulare din
microcapsulele sinbiotice dupd inocularea acestora in iaurt, urmatd de
determinarea proprietatilor fizico-chimice (pH si aciditate titrabild),
caracteristicilor reologice si caracteristicilor de textura (duritate, coezivitate,
adezivitate si elasticitate) ale iaurtului cu microcapsule sinbiotice prin
comparare cu un iaurt simplu. Datele experimentale au vizat totodatd si
determinarea eficientei matricei de incapsulare in mentinerea viabilitatii
celulelor probiotice ca urmare a actiunii in vitro a sucurilor gastrointestinale
asupra microcapsulelor sinbiotice din iaurt. Cercetdrile prezentate in
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capitolul de fatd au fost efectuate atat pe produsul finit, initial, cat si la
intervale de 7 zile pe o perioada de 21 de zile de depozitare.

Rezultatele experimentale cu privire la eficienta prebioticelor din
matricea de incapsulare a probioticelor in mentinerea unei viabilitati
celulare ridicate in timpul procesului de obtinere a iaurtului dar si in timpul
depozitarii acestuia sunt prezentate n tab. 3.1.

Tab. 3.1. Viabilitatea celulara in iaurt

Perioada de Viabilitate celulara in functie de tipul de iaurt
depozitare (logs ufc/g)
(zile) M 1 STH 1 INU

To 8,25 + 0,024 10,44 + 0,02 10,59 * 0,02°°
Stabilitate T, 7,98 + 0,07;2 10,02 + 0’05;: 10,63 + 0,06%
Tus 7,82 0,02 9,80 +0,03 10,38 + 0,13
Tn 7,10+0,174 9,53 +£0,12°® 9,87 +£0,19°
To 5,90 + 0,04°* 7,91 +0,04% 8,29 + 0,05
1hinsuc T, 6,47 £0,15% 8,46 + 0,06%® 8,84 +0,00°
gastric Tus 5,90 + 0,13 7,05 +0,02% 7,93 0,03
Ty 5,87 +0,11* 7,28 +0,15°® 7,84 + 0,05
To 5,77 £ 0,03 7,74 £0,02°8 7,99 +0,06%°
1hinsuc T, 6,26 + 0,20 8,37 +0,15® 8,30 £ 0,12°C
intestinal Tua 5,74 0,15 7,63 +0,04%° 8,08 +0,08°¢
Tn 5,50 + 0,08 8,13 + 0,05% 8,07 +0,09"®

| M —iaurt fard microcapsule sinbiotice (probad martor); I STH — iaurt ce contine microcapsule
sinbiotice cu amidon; | INU — iaurt ce contine microcapsule sinbiotice cu inulind. Valorile sunt in
log10 ufc/g si reprezinta rezultatul a trei determindri, fiind exprimate ca valoare medie + abaterea
standard. Litere mici sunt utilizate pentru a diferentia valorile intre rdnduri, in timp ce indicii cu
litere mari pentru a diferentia valorile intre coloane.

Datele au aratat cd procesul de microincapsulare a asigurat
protectia tulpinilor probiotice microincapsulate in timpul procesului
tehnologic de obtinere al iaurtului iar materialele din matricea capsulei au
mentinut viabilitatea celulard. Acest aspect este foarte important intrucat
tulpinile probiotice addugate in alimente trebuie sa-si mentina viabilitatea
celulard ntr-un procent suficient pentru a oferi beneficii pentru sanatate
consumatorilor (Thomas, 2016). Dupa perioada de depozitare viabilitatea
celulara din toate cele trei tipuri de iaurt, dupa 21 de zile a fost peste 10°—
107 logy ufc/g chiar si dupa ce au fost supuse actiunii sucurilor gastrice si
intestinale in vitro. Astfel, dupa cele 21 de zile de depozitare a iaurturilor s-a
observat o ratd a viabilitatii celulare ridicata, pentru iaurtul I STH rata de
viabilitate fata de Ty a fost de 91,22 + 0,12%, iar concentratie celulard a fost
de 9,53 £ 0,12 logygufc/g. Rata de viabilitate celulara fata de Ty pentru |
INU a fost de 93,27 + 0,04% cu o concentratie celulara de 9,87 + 0,19
logjeufc/g. Prin urmare, compozifia matricei microcapsulelor sinbiotice,
prebioticele alese si procesul de microincapsulare au asigurat protectia
celulelor de L. casei, L. plantarum si L. rhamnosus in timpul depozitarii
jaurtului timp de 21 de zile in conditii de refrigerare.

Viabilitatea celulara din interiorul microcapsulelor, dupi actiunea in
vitro a sucurilor gastric (7,28 + 0,15 log,eufc/lg - | STH, 7,84 £ 0,05
logyoufe/g — I INU) si intestinal (8,13 £ 0,05 logyoufc/g- | STH, 8,07 + 0,09
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logyoufc/g — 1 INU) a fost peste limitele minime mentionate de FAO/OMS
(10°-107 ufc/g) ceea ce recomandi utilizarea iaurtului ca matrice alimentara
pentru microcapsulele sinbiotice.

Produsele obtinute au indeplinit caracteristicile de calitate
specificate in legislatia in vigoare. Avand in vedere ca nu au fost inregistrate
modificari semnificative intre proba martor de iaurt si probele de iaurt cu
adaos de probiotice, s-a demonstrat ca aceastd tehnologie de
microincapsulare prezintd numeroase avantaje pentru productia industriala
in masa a iaurturilor cu adaos de probiotice microincapsulate.

Mentinerea viabilitatii celulare in produsele alimentare functionale
este importantd deoarece aceasta joaca un rol important in asigurarea
beneficiilor asupra sanatatii. In studiul de fata s-a evaluat efectul formulei
matricei microcapsulelor asupra viabilitdtii celulare, dar si asupra
proprietatilor fizico-chimice ale iaurturilor obtinute cu adaos de prebiotice si
probiotice microincapsulate.

Datele experimentale au demonstrat cd microcapsulele sinbiotice
addugate in iaurt nu au modificat parametrii fizico-chimici analizati (pH si
aciditate titrabild) in timpul procesului tehnologic de obtinere a alimentului.
Activitatea metabolica din microcapsulele sinbiotice prezente in produsul
finit nu a produs modificari ale parametrilor fizico-chimici analizati pe
perioada de depozitare.

Analiza caracteristicilor fizico-chimice ale iaurtului cu microcapsule
sinbiotice efectuatd Tn urma procesului tehnologic de obtinere, a aritat ca
prezenta acestora nu a modificat proprietatile chimice fata de cele ale unui
iaurt traditional. Datele experimentale in ceea ce priveste evolutia aciditatii
titrabile si a pH-lui in timpului depozitarii se regasesc in Tab. 3.1 i 3.2.

Tab. 3.1. Modificari ale pH-ului iaurturilor in timpul perioadei de depozitare

Perioada de Valorile pH-ului in functie de tipul de iaurt
depozitare (zile) 1 INU 1 STH M
To 4,59 + 0,024 4,66 + 0,00" 4,62 +0,01%
T, 4,28 + 0,02 4,35 +0,00%® 4,30 + 0,01
Tu 411+0,014 4,21 +0,01%® 4,20 +0,01°®
Ty 4,10 £ 0,00 4,18 + 0,00 4,22 +0,00°

| M — iaurt fara microcapsule sinbiotice (proba martor); I STH — iaurt ce contine microcapsule
sinbiotice cu amidon; I INU — iaurt ce contine microcapsule sinbiotice cu inulind. Valorile sunt
rezultatul a trei determinari si sunt exprimate ca valoare medie + abaterea standard. Literele mici
sunt utilizate pentru a diferentia valorile intre rdnduri, in timp ce literele mari pentru a diferentia
valorile Tntre coloane.

Tab. 3.2 Valorile aciditatii titrabile in probele de iaurt

Tip de Aciditate titrabila (°T)
iaurt To T; Tu To
1 INU 70,00 + 0,00 76,40 + 2,388 87,04 + 1,05°° 89,06 + 0,50
I STH 70,01 +0,01°* 76,82 + 3,90 88,19 + 0,80%° 83,95 + 0,61%
IM 65,00 + 4,50 74,08 + 1,06%® 81,49 +1,91° 83,96 + 0,48°°

| M — iaurt fara microcapsule sinbiotice (proba martor); I STH — iaurt ce contine microcapsule
sinbiotice cu amidon; | INU — jaurt ce contine microcapsule sinbiotice cu inulind. Valorile sunt
rezultatul a trei determinari si sunt exprimate ca valoare medie + abaterea standard. Literele mici
sunt utilizate pentru a diferentia valorile intre rdnduri, in timp ce literele mari pentru a diferentia
valorile Tntre coloane.

26



Rezumatul tezei de doctorat

Valorile parametrilor de textura si parametrilor reologici analizati in
cazul iaurturilor cu adaos de microcapsule sinbiotice nu diferd semnificativ
de valorile obtinute in cazul probei martor, reprezentata de iaurt simplu, fara
microcapsule. Impactul microcapsulelor sinbiotice asupra texturii iaurtului
probiotic atit dupa obtinera acestuia cat si in perioada de depozitare se poate
observa in Tab. 3.3.

Tab. 3.3. Evolutia in timp a caracteristicilor de texturd a iaurtului

Parametru de Zeer';gigiie Tip de iaurt
texturi (zile) 1M 1STH 1 INU

To 18,00 + 0,128 16,00 + 0,044 16,00 + 0,044
Duritate (g) T, 21,50 + 0,06 21,00 + 0,14 21,50 + 0,248
Tia 22,04 + 0,48 22,00 + 0,18 22,58 + 0,208
Tn 22,50 + 0,05 23,50 + 0,24% 25,00 + 0,12
To 0,83 + 0,09% 0,79 0,03 0,80 +0,12%®
Coezivitate T, 0,86 + 0,03% 0,84 +0,02°* 0,94 +0,01°¢
Ti 0,91 +0,03%® 0,88 + 0,03 0,94 +0,03°¢
Tn 0,85 + 0,03 0,88 + 0,03 0,98 +0,03%®
To 23,48 + 0,93 4,22 £0,16* 6,86 + 0,27%
Adezivitate (J) T, 49,24 + 0,96 41,38 £ 0,65 56,68 + 0,26
Ti 58,84 + 0,30 49,22 + 0,96 64,53 + 0,58
Tn 53,56 + 0,84 54,51 + 0,08 80,93 + 0,20%

| M — jaurt fara microcapsule sinbiotice (proba martor); I STH — iaurt ce contine microcapsule
sinbiotice cu amidon; | INU — jaurt ce contine microcapsule sinbiotice cu inulind. Valorile sunt
rezultatul a trei determinari si sunt exprimate ca valoare medie + abaterea standard. Literele mici
sunt utilizate pentru a diferentia valorile intre randuri, in timp ce literele mari pentru a diferentia
valorile Tntre coloane.

Rezultatele obtinute, raportate la valorile probei martor, atesta faptul
ci prezenta microcapsulelor nu a produs modificari in textura iaurtului. Tn
schimb, se observa o imbunatatire a valorilor duritdtii tuturor probelor pe
parcursul perioadei de depozitare de 21 zile, ca urmare a activitatii
metabolice a culturii starter. Rezultatele obtinute confirmd -eficienta
microcapsulelor sinbiotice, produsii de metabolism ai lactobacililor
incapsulati nu au afectat activitatea celulelor starter si implicit nici textura
produselor alimentare.

Analiza parametrilor reologici ale probelor de iaurt luate Tn studiu
(Tab. 3.4) au aratat o valoarea a lui G' (modulul de elasticitate) mai mare
decat valoarea lui G" (modulul de vascozitate) in timpul variatiei frecventei.
Aceasta a demonstrat comportamentul reologic de tip gel, asemanator
pentru toate probele. Valorile G' si G" corespunzatoare iaurtului martor au
fost mai mici decét iaurturile ce contin microcapsule cu inulind si cele cu
amidon pana la Ty4. Proprietatile elastice si vascoase reduse ar putea fi
cauzate de 1mbunatatirea retelelor de micele proteice ale iaurtului cu
microcapsule. G' a crescut pentru toate tipurile de iaurt pe parcursul a 14
zile de depozitare, ceea ce aratd ca probele au suferit o scadere a valorii
pentru componenta elastica. Tn ziua 21 s-a observat o scidere semnificativa
fata de ziua 14, ceea ce arata ca vascozitatea iaurturilor I INU si I STH s-a
redus. Ca urmare acestea prezintd o capacitate scazutd de retinere a zerului.
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Toate probele de iaurt au prezentat o vascozitate ridicatd la momentul Ty
fag&‘l de T21.

Adaugarea microcapsulelor sinbiotice provoaca o usoara scadere a
vascozitatii in comparatie cu iaurtul clasic. Prin urmare, adaosul de inulind
si amidon mbunatateste atdt structura retelei, cat si permeabilitatea
coagulului si reduce procesul de sinereza in cele 21 de zile de depozitare.

Tab. 3.4. Evolutia parametrilor vascoelastici pe perioada de depozitare la frecventa de 1 Hz

Perioada de
depozitare Tip de iaurt G' (Pa) G" (Pa)
(zile)
M 31,23 +1,24® 10,81 + 0,43
To I INU 200,00 + 8,00°® 43,99 + 1,75
1 STH 232,00 + 9,28 50,39 + 2,01
M 38,37 £ 1,53 11,22 +£ 0,444
T, 1 INU 144,5 + 5,78 33,38 + 1,33
1 STH 268,2 + 10,72 60,45 + 2,41
M 56,49 + 2,25% 15,41+ 0,61
Tu 1 INU 216,75 + 8,67°8 56,25 + 2,25°A
1 STH 311,00 + 12,44%® 78,37 + 3,13
M 83,50 + 3,34 25,12 + 1,00
Tn I INU 146,20 + 5,84 34,30 + 1,37"
1 STH 123,02 + 4,92 59,56 + 2,38

| M — iaurt fara microcapsule sinbiotice (proba martor); I STH — iaurt ce contine microcapsule
sinbiotice cu amidon; I INU — iaurt ce contine microcapsule sinbiotice cu inulind. G' — modulul de
elasticitate, G" — modulul de vascozitate. Valorile sunt rezultatul a trei determinari si sunt
exprimate ca valoare medie + abaterea standard. Literele mici sunt utilizate pentru a diferentia
valorile intre randuri, in timp ce literele mari pentru a diferentia valorile intre coloane.

Asemanarile dintre valorile parametrilor fizico-chimici ale cele doua
tipuri de iaurturi ne indica faptul ca iaurtul ce contine microcapsule
sinbiotice este un produs ce poate fi acceptat cu usurintd de catre
consumatori. Produsele obtinute au indeplinit caracteristicile de calitate
specificate in legislatia in vigoare. Avand in vedere ca nu au fost inregistrate
modificari semnificative intre proba martor de iaurt si probele de iaurt cu
adaos de probiotice, s-a demonstrat ca aceastd tehnologie de
microincapsulare prezintd numeroase avantaje pentru productia industriald
in masa a iaurturilor cu adaos de probiotice microincapsulate.

Capitolul 1V al tezei ,, Cercetari privind utilizarea probioticelor
microincapsulate in iaurt vegetal din lapte de ovdz” prezinta dezvoltarea
unui produs alimentar pe baza de ovaz: iaurt de ovaz imbogatit cu
microcapsule sinbiotice. Tn acest capitol sunt prezentate rezultatele
experimentale privind dezvoltarea iaurtului din lapte de ovaz cu
microcapsule sinbiotice si verificarea eficacitatii materialelor matricei de
incapsulare cu privire la mentinerea viabilitatii celulare din toate tipurile de
microcapsule dupa procesul tehnologic de obtinere al iaurtului, dupa
actiunea sucurilor digestive si in timpul perioadei de depozitare a iaurtului
timp de 28 de zile. In cadrul studiului au fost investigate: efectul inoculirii
microcapsulelor sinbiotice asupra caracteristicelor senzoriale, parametrilor
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reologici si de texturd ale iaurtului din lapte de ovéz, proprietatilor fizico-
chimice (pH si aciditate titrabila), profilului de aminoacizi si acizi organici.

Avand in vedere necesitatea unor produse alimentare functionale
care nu sunt pe baza de lactate, studiul de fata a fost realizat pentru a obtine
un iaurt din lapte de ovaz imbogatit cu microcapsulele sinbiotice studiate —
microcapsule cu Fibruline®DS2 — 98% inulina din cicoare, microcapsule cu
oligofructoza, microcapsule cu amidon din cartofi si microcapsule cu
glucozd. Acest tip de produs sinbiotic ar reprezenta un element de noutate in
industria alimentard. Prin urmare, au fost dezvoltate 5 tipuri de iaurt, dintre
care unul fara microcapsule sinbiotice. Produsele au fost studiate din punct
de vedere senzorial de catre un grup de degustitori, din punct de vedere al
proprietatilor fizico-chimice (aciditate titrabila, pH, culoare), reologice si de
textura. Ulterior, iaurturile au fost analizate si din punct de vedere al
profilului de aminoacizi liberi si de acizi organici. Avantajele functionale
ale produselor si implicit al culturilor probiotice microincapsulate au fost
studiate prin analiza viabilitatii celulare din microcapsulele sinbiotice pe
perioada de depozitare, prin analiza viabilitatii celulare ca urmare a actiunii
in vitro a sucului gastric si intestinal asupra iaurturilor imediat dupa
producerea lor si pe perioada depozitarii (28 de zile 1a 4 °C).

Rezultatele viabilitatii celulare din toate tipurile de microcapsule din
produsul finit, initial si din perioada de depozitare la 4 °C timp de 28 de zile
se regdsesc in tab. 4.1. Datele experimentare obtinute au aratat faptul ca rata
de viabilitate celulard in celelalte tipuri de microcapsule depinde de
complexitatea stucturii chimice a sursei de carbon. Astfel, pentru
microcapsulele sinbiotice cu oligofructoza in matricea capsulei, viabilitatea
celulara a fost de 9,92 + 0,03 log,, ufc/g iaurt cu o rata de 90,84 + 0,01%,
urmatd de microcapsulele sinbiotice cu amidon 9,83 + 0,10 log,, ufc/g
(96,86 + 0,08%) si apoi cele cu inulind 10,00 £ 0,04 log;, ufc/g (90,52 +
0,01%). Viabilitatea celulard din microcapsulele sinbiotice cu inulina a fost
cea mai ridicatd dintre toate tipurile de iaurt cu microcapsule sinbiotice
analizate. Rata viabilitatii celulare n iaurtul din lapte de ovaz fara
microcapsule sinbiotice a fost de peste 100% chiar si dupa 14 zile de
depozitare, ceea ce denotd ca iaurtul este o sursd nutritivd pentru celulele
starter. Dupa cele 28 de zile incarcatura celulara a fost de 7,94 + 0,05 logyo
ufc/g cu o rata de 89,34 + 0,01 % fatd de Ty.

Din datele experimentale obtinute s-a observat cd, noul produs

alimentar poate fi o matrice alimentard potrivitd pentru cele trei tulpini
probiotice microincapsulate, indiferent de tipul matricei de Tncapsulare
(INU, OLI, STH si G). Reteta propusa pentru matricea de microincapsulare
a tulpinilor probiotice este eficientd in ceea ce priveste mentinerea
viabilitatii celulare in timpul procesului tehnologic de obtinere al iaurtului
din lapte de ovaz.
Rezultatele viabilitatii celulare din microcapsulele sinbiotice inoculate n
cele 4 tipuri de iaurt sunt redate Tn Tab. 4.1. Rata de supravietuire cea mai
micd dupd actiunea sucului gastric simulat in vitro a fost Inregistratd in
microcapsulele cu glucoza urmate de cele cu OLI, STH si INU.
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S-au inregistrat diferente semnificative din punct de vedere statistic intre
toate valorile (p < 0,05). Datele experimentale obtinute dupa cele 28 de zile
de depozitare au aratat cd toate valorile s-au fincadrat in limitele
recomandate de FAO/OMS (2003). Rezultatele obtinute au indicat faptul ca
ovazul este un substrat optim pentru cresterea tulpinilor celulare datorita
prezentei componentelor nedigerabile care pot fi, de asemenea utilizate ca
prebiotice (Kedia et al., 2008) si datorita viabilitatii celulare peste limita
minima recomandata.

Tn a doua parte sunt redate rezultatele studiilor experimentale
privind efectul inoculdrii microcapsulelor probiotice asupra calitatilor
organoleptice, caracteristicilor reologice si de textura ale iaurtului din lapte
de ovidz, asupra proprietatilor fizico-chimice (pH-ul, aciditatea titrabila,
culoare), dar si asupra profilului de aminoacizi si acizi organici.

Tn cadrul acestui studiu s-au analizat parametrii de culoare ai
probelor, prin utilizarea coordonatelor CIEL*, a* si b*, pe toatd perioada de
depozitare. Valorile parametrilor de culoare (L*, a*si b*) obtinute pentru
toate probele de iaurt se regasesc in Tab. 4.2. Datele experimentale au aratat
ca adaugarea microcapsulelor a produs modificari ale culorii iaurturilor fatd
de proba de martor, insd aceste diferente nu sunt detectate de ochiul uman
deoarece valoarea AE* < 3 (Bernat et al., 2015; Francis, 1983). Dupa 28 de
zile de depozitare, culoarea cea mai deschisa pentru iaurt a fost observata la
proba cu microcapsule sinbiotice cu amidon (AL*= 0,95), comparativ cu
proba martor.

Datele experimentale obtinute in urma analizei evolutiei aciditatii
titrabile si a pH-ului celor cinci tipuri de iaurt vegetal sunt prezentate in Tab.
4.2. Dupd cele 16 h de fermentatie, valorile pH-lui au variat semnificativ
pentru toate probele de iaurt in comparatie cu proba martor (p < 0,001).
Valorile s-au incadrat intre 3,53 + 0,01 si 3,82 + 0,01, valoarea cea mai mica
fiind pentru proba de iaurt I INU. Dupa cele 28 de zile de depozitare dintre
toate probele de iaurt analizate s-a observat ca cele mai mici valori ale pH-
ului s-au obtinut pentru proba de iaurt I INU (3,55+0,10). Conform datelor
obtinute, prezenta microcapsulelor, dar si compozitia matricelor acestora au
influentat pH-ul iaurturilor, ca urmare a unei viabilitati celulelare crescute
din cultura starter pe toata durata depozitarii.

Rezultatele obtinute referitor la evolutia aciditatii titrabile au ararat
céd in probele de iaurt o crestere a acestui parametru pe parcursul perioadei
de depozitare. Astfel, dupa cele 28 de zile de depozitare, aciditatea titrabilad
fatd de momentul Ty a crescut cu 58,95% 1in iaurtul 1 M, cu 44,12% in
iaurtul I INU, cu 44,91% 1in iaurtul I OLI, cu 41,30% in iaurtul I STH si cu
40,10 % in iaurtul I G. Proba de iaurt I M a avut aciditatea titrabila cea mai
scazutd (20,27 + 0,88 °T), urmata apoi de cea a iaurtului cu microcapsule
sinbiotice cu inulind (27,00 £ 0,53 °T), amidon (27,29 + 2,02 °T), glucoza
(28,78 + 0,56 °T), ultima fiind cea a iaurtului cu microcapsule sinbiotice cu
oligofructoza (30,26 £+ 0,59 °T).

Proprietitile senzoriale ale iaurtului precum: textura, mirosul
caracteristic si gustul reprezinta indici de acceptabilitate pentru consumatori.
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in studiul de fatd, pentru obtinerea unui iaurt din lapte de oviz cu o
textura similara celui din lapte de origine animala, a fost necesara o cantitate
de 16% substanta uscata (greutate/volum).

Cremozitatea, vascozitatea si consistenta au fost imbunatatite odata
cu cresterea concentratiei de grasime vegetalad (ulei de cocos 1,5%). Astfel,
dupa oprirea procesului de fermentatie datele experimentale au aritat ca
prezenta microcapsulelor din cele 4 tipuri de iaurt produs a avut o influentd
minora prin comparatie cu proba martor | M. Astfel, pentru probele de iaurt
I M valoarea pentru duritate a fost de 208,13 + 4,01 g, iar in celelalte probe
aceasta valoare a scazut (Tab. 4.3), cea mai micd valoare inregistrata a fost
pentru iaurtul I INU.

Rezultatele experimentale obtinute pentru coezivitate au aratat ca
valorile acestei caracteristici au scizut de la momentul Ty la momentul T,
pentru toate probele de iaurt. Prin compararea datelor obtinute pentru
adezivitate, de la momentul Ty la T,;, se observad o crestere a valorilor fata
de momentul T,

Parametrii reologici au un rol cheie in definirea perceptiei texturale
si senzoriale a unui produs. Proprietatile reologice (masurarea vascozitatii si
a modulelor: G’ — modulul de elasticitate, G” - modulul de vascozitate si n*
- vascozitate complexd) oferd cele mai importante informatii legate de
reologia iaurtului. S-a observat cd in raport, cu proba martor valorile
vascozitatii probelor de iaurt, pe parcursul perioadei de depozitare, au fost
influentate de prezenta microcapsulelor si de compozitia lor. Conform
valorilor obtinute pentru vascozitate la momentul T,g, S-a observat ca
acestea nu se modifica considerabil fatd de cele obtinute la momentul Tj.
Variatia vascozitatii probelor de iaurt s-a datorat hidrolizei proteice realizata
de cultura starter, dar si prezentei fibrelor de B-glucani din ovaz.

Evolutia parametrilor vascoelastici pe perioada de depozitare este
redatd in Fig. 4.1. Proprietatile vascoelastice ale probelor si dependenta
acestora de frecventa au indicat un comportament neliniar al tuturor
probelor de iaurt.
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Fig. 4.1. Evolutia parametrilor vascoelastici pe perioada de depozitare a iaurtului vegetal (1) G’
modulul de elasticitate, (2) G” — modulul de vascozitate; a — iaurt martor, farad microcapsule
sinbiotice, b — jaurt ce contine microcapsule sinbiotice cu glucoza, ¢ — iaurt ce contine
microcapsule sinbiotice cu amidon, d - iaurt ce contine microcapsule sinbiotice cu oligofructoza, e

- iaurt ce contine microcapsule sinbiotice cu inulind * To= momentul de analizad din ziua
obtinerii iaurtului; [ | Ty, A Tia, x Tou si # Tag, — momentele de analiza a faurtului raportat la
ziua To.

Comportamentul neliniar apare ca rezultat al modificérilor din
structura iaurtului, in care particulele macroscopice au interactionat
descrescator cu mediul de dispersie datoritd perturbatiilor survenite la
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cresterea vitezei de forfecare (Bahrim et al., 2005). Rezultatele au indicat un
comportament predominant elastic avand in vedere relatia dintre modulul de
elasticitate si modulul de vascozitate: G’ > G" pentru toate probele de iaurt
pe parcursul perioadei de depozitare. in consecintd, toate probele pot fi
descrise ca geluri fluide moi.

Tn prezentul studiu s-a urmarit obtinerea unor iaurturi din lapte de
ovaz care sa ofere atat beneficii nutritionale, datorate combinatiei sinbiotice
a compusilor probiotici si prebiotici, cat si proprietati senzoriale de calitate.

Prezenta aromei de ovdz a fost evaluatd folosind o scard de
intensitate de la 0 = deloc la 5 = intens. Rezultatele analizei senzoriale (Fig.
4.2) au aratat cd aroma de ovaz a fost perceputd ca fiind slaba in majoritatea
probelor de iaurt cu exceptia iaurtului cu microcapsule sinbiotice cu amidon.
Probele de iaurt cu microcapsule sinbiotice cu OLI au prezentat cele mai
scazute valori in ceea ce priveste aroma de ovdz, iar cea mai intensd aroma
de ovaz a fost perceputd de catre degustitori in probele de iaurt cu
microcapsule STH.

Pentru stabilirea calitatilor organoleptice pentru fiecare tip de iaurt
in parte, s-a efectuat analiza punctajului mediu ponderat (Py,). Datele
obtinute sunt prezentate in Fig. 4.2. Rezultatele evaluarii senzoriale de la
momentul T, arata cd probele de iaurt sunt acceptabile. Cele mai apreciate
iaurturi la momentul Ty au fost | M (P, = 17,87) si I STH (Py, = 17,85),
urmate de I OLIL, I G si I INU. Dintre toate tipurile de iaurt cu microcapsule
sinbiotice, analizate pe parcursul celor 28 de zile de depozitare, iaurtul cu
microcapsule cu amidon a fost cel care a obtinut calificativul ,,foarte bun” la
fiecare evaluare, celelalte probe au prezentat oscilatii intre calificativele
,bun” si ,foarte bun”.

——T0 —&—T7 —A&—T14 —8—T21 ——T28

Fig. 4.2. Analiza senzoriala a probelor de iaurt. P, — acceptabilitate generala; I M — iaurt martor,
fara microcapsule sinbiotice; I INU — iaurt ce contine microcapsule sinbiotice cu inulina; I OLI —
iaurt ce contine microcapsule sinbiotice cu oligofructoza; I STH — iaurt ce contine microcapsule
sinbiotice cu amidon; | G - iaurt ce contine microcapsule sinbiotice cu glucoza; —#~ To=
momentul de analiza din ziua obtinerii iaurtului, —#— — T, ~&— Ty, - —Tysi % — Ty
— momentele de analiza a iaurtului raportate la ziua To

Grupul de degustatori au clasificat produsele in doua tipuri, bune si
foarte bune, oferind calificativul: ,,bun” (pentru I G, I OLI si I INU) si
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»foarte bun” (pentru I M si I STH). Rezultatele obtinute in urma analizei
senzoriale au indicat faptul ca iaurtul obtinut din lapte de ovaz integral poate
fi utilizat ca matrice alimentard pentru microcapsule sinbiotice, dar si ca
aliment functional fara adaos de microcapsule.

Determinarea continutului de acizi organici din alimente reprezinta
un parametru important datorita interferentei sale cu calitatea, stabilitatea si
profilul nutritional al produsului finit (Gao et al., 2012). Determinarea
continutului de acizi organici s-a efectuat din probele de iaurt din fiecare
etapa de analizd (Tab. 4.3). Acidul lactic este produsul de baza rezultat in
urma fermentatiei glucidelor. Ca urmare a acestor procese fermentative, in
iaurtul obtinut din laptele de ovaz s-au identificat acizii organici: lactic,
gluconic, citric si succinic. Dupa 7 zile de depozitare s-a observat o crestere
a continutului de acizi organici (8560,73 + 994,63 mg/kg) ca urmare a
metabolismului celular, atdt de la nivelul microcapsulelor, cat si al matricei
alimentare. Aceastd crestere a avut loc pand in T,; (10.340,27 + 869,90
mg/kg) la toate tipurile de iaurt, urmatda de o scadere la momentul Tog
(9141,75 + 561,92 mg/kg) ca o posibila diminuare a resurselor metabolice.
Cresterea continutului de acizi organici a fost influentatd de prezenta
microcapsulelor care au oferit resurse suplimentare biosintezei de acizi
organici. Datele experimentale au aritat ca acidul organic predominant este
acidul lactic (valoarea maxima inregistratd a fost pentru I INU — 5426,17 +
902,42 mg/kg), urmat de acidul gluconic, acidul acetic si cel succinic.
Totodata s-a constatat lipsa acizilor formic, propionic si butiric. Absenta
acestora este benefica si indicd obtinerea unui produs alimentar lipsit de
fermentatii nedorite.

Comparativ cu alte cereale, ovazul are un continut mai ridicat de
proteine, dar si de aminoacizi esentiali ceea ce 1i oferd o valoare nutritiva
ridicata. Continutul de aminoacizi prezent in ovaz este foarte apropiat de o
compozitie optima pentru organismul uman (Briickner-Guhmann et al.,
2019). S-a constatat ca acest profil de aminoacizi prezenti in boabele de
ovaz a ajutat la mentinerea unei viabilitati celulare ridicate pentru cultura
starter pe intreaga perioadd de depozitare a iaurturilor, dupa finalizarea
procesului de fermentatie al laptelui vegetal.

fn urma cercetarilor efectuate, datele obtinute au aratat ca cele 5
tipuri de iaurt din lapte de ovaz au in compozitia lor aminoacizi esentiali:
glicina (Gly), valind (Val), leucind (Leu) si glutamind (Glu), dar si
aminoacizi neesentiali: alanina (Ala), serind (Ser), prolind (Pro), asparagina
(Asp), tioprolina (Thi), acid aspartic (AAsp), acid glutamic (AGlu) si acid
a-aminopimelic (AAminop). Rezultatele profilului de aminoacizi dupa cele
28 de zile de depozitare ale iaurturilor (Tab. 4.4) au indicat o scadere fata de
momentul T,. S-a observat cd pentru iaurtul martor (I M) cantitatea toala de
aminoacizi in ziua productiei (Tp) a fost de 38668 nmol/g, iar dupa cele 28
de zile (T,g) cantitatea toald de aminoacizi a fost redusd cu 31% (12044
nmol/g).
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Pentru iaurtul cu microcapsule sinbiotice cu glucoza s-a inregistrat
la momentul Ty o cantitate totald a aminoacizilor de 29055 nmol/g, iar la
momentul Tyg o cantitate de 15757 nmol/g. Aceeasi tendinta de scadere a
cantitatii toale de aminoacizi s-a inregistrat si pentru iaurturile I INU (T, —
35209 nmol/g; T, — 13947 nmolg), |1 OLI (T, — 30381 nmol/g; T,g — 11991
nmol/g) si I STH (T, — 33889 nmol/g; T, — 14761 nmol/g).

Analiza componentelor principale

Rezultatele determinarilor obtinute pentru un grup de probe pot fi
comparate utilizand analiza componentelor principale (PCA). Tn prezentul
studiu, aceastd metoda statisticd a fost utilizata pentru a analiza si identifica
probele de iaurt din lapte de ovaz care prezintd caracteristici similare.

Prima componenta principala (PC-1) a explicat 89% din variatie, in
timp ce a doua componenta principala (PC-2) a explicat 5% din variatie;
impreund, primele doud componente principale au explicat 94% din
variabilitatea initiala.

Separarea probelor de iaurt din lapte de ovaz s-a realizat in functie
de adaosul de microcapsule sinbiotice si de timpii de analiza, unde tipurile
de iaurt sunt marcate ca: To-To,g M — proba martor de iaurt, analizata din
momentul obtinerii acestuia pana in ziua 28 (Tog); To-Tog INU — proba de
iaurt cu microcapsule sinbiotice cu inulind, analizatd din momentul obtinerii
acestuia pana in ziua 28 (T,g); To OLI — proba de iaurt cu microcapsule
sinbiotice cu oligofructoza, analizatd din momentul obtinerii acestuia pana
in ziua 28 (T,g); Tg STH — proba de iaurt cu microcapsule sinbiotice cu
amidon, analizatd din momentul obtinerii acestuia pana in ziua 28 (Tag); To
G — proba de iaurt cu microcapsule sinbiotice cu glucoza, analizatd din
momentul obtinerii acestuia pana in ziua 28 (Tag); To — momentul din ziua
obtinerii iaurtului; T;, T4, T2 si Tog — momentele de analizd a iaurtului
raportate la ziua Ty.

Dupa cum rezulta din Fig. 4.3, probele analizate la momentul T,
sunt grupate intr-un singur cadran. Printre probele analizate la momentul T,
sunt intercalate si trei probe analizate in ziua a 7-a (I M, I STH si I INU),
ceea ce demonstreazd cd proba martor de iaurt, proba de iaurt cu
microcapsule sinbiotice cu amidon si proba de iaurt cu microcapsule
sinbiotice cu inulind au prezentat dupa 7 zile de depozitare valori ale
parametrilor analizati apropiate de cele rezultate la momentul T,.

Toate probele de iaurt cu adaos de microcapsule sinbiotice (I STH, |
INU, I OLI si I G), analizate dupa 21 de zile au putut fi grupate prezentand
valori similare ale parametrilor analizati. In acelasi cadran sunt prezente si
doud dintre probele analizate in momentul Tyg (I G si I STH). Celelalte 3
probe analizate dupa 28 de zile (I OLL, I INU si I M) au fost separate in alt
cadran.

Probele analizate dupa 14 zile de la momentul obtinerii iaurturilor
nu au putut fi clar separate.

39



(821) 87 eniz ul gued LINJSOOR ILIOUIQO [MUSWOW UIP BIBZI[BUR ‘BZOON|F NO
aono01quis ajnsdesosoru nd 1mer ap gqoxd — 9 0] (821 ) gz eIz Uy Bugd LINSOIR ILIUIIQO [NJUSWIOW UTP BJBZI[RUR ‘UOPIWE NJ 201301qUIs o[nsdesororu
no uner op gqoxd — H 1S 0] {(8¢1) 8z eniz uy pued BINSIOE 1LIDUIIGO [MJUSTUOW UIP BIRZI[BUR ‘BZ0JINIJOSI[0 Nd 201j01quIs A[nsdesordmu nd jner ap gqoid
— 170 °L ‘(1) 87 eniz ul pued LIM)So® 1LIOUIGO [MJUSWIOW UIP BIBZI[BUR ‘BUIINUI NO 9d1301quIs o nsdesororu no uner op gqoxd — NN 81-0 {(8¢1) 82

Rezumatul tezei de doctorat

eniz ug gued BINYSOOR 1L1DUIIGO [MUSWOW UIP BJeZI[RUR ‘UIner op Joyew gqoid — | 81 -0] :1nJods - ajediounid Jojaiusuodwod ezijeuy gy "Bi4

0008L

00091 000%1 00021 00001

(%68) 1-0d
0008 0009 000k

000z

0

0002-

000t~ 0009- 0008-

00001~

oL

HiS0L

. NNIoL
Wil

11001

S by

nNIBEL peect

Wil
HLSPLL nosz1

Wizl

008-
009-
00¢-
00z-

1ov

NNIFLL

HISIZL

HLSBEL

oFlL

0oz

00¥

009

008

oooL
00zL
0wt
009t
008L
000¢
i44
oove
0092
oose
0oog
0oze
00vE
009¢
008e
000%
0ozb
00¥b
009t
oosy

531005

0005

00sz-
009¢-
oove-
ooze-
0ooz-
008t~
0091~
0opL-
0ozl-
000L-

s}
i

(%5)

40



Rezumatul tezei de doctorat

pUIeIN|S — N[0 ‘BUIOND] — N ‘BUI[EA — [EA ‘BUIIIS — A[D) ‘Burue[e — Bl ‘dwein|f pioe — nj9y ‘dnedse proe — dsyy ‘gurjoxdon — 1y, ‘guiseredse — dsy
‘eurjold — o1 ‘eunas — 1ag ‘o1pwidoule-o proe — doulwyy ‘SOISBA [NpoW — 0 “O1ISe[d [npow — ,0) ‘31e}I011Se|90ISEA — 00SBA UINEI Ul BIR[N[IO AJRI[IqRIA — | RIA
‘[eUnISAIUI ONS U] BIB[N]ID JILI[IQRIA — [S BIA ‘OLIISES ONS U] BIR[N]ID dJLI[IQRIA — S BIA ‘BJelling ‘91elIAIZO0 — 1e}IAIZA0D ‘alelIAIZape — JelIAIZapY ‘alell|iqeidaode
— [1qe1da00Y ZRAO BUWIOLY “OIUIOONS PIOR — INS™ \ ‘011308 PIde — 80y ‘O110€| POk — 9B W ‘01uodn|f pioe — nj9 v ‘191uehlo 1z19e — uedIQIZIoy ‘B[Iqen1) d)e)Iploe
— 91e)IpIOY ‘amon[ens/oedo RiUaIgJIp — P 9IB0[ND P B[10) BIUSINIP — P ‘xq ‘xB ‘¥ ‘Hd :10[1nawered ejuanpjur — sjedioulid Jojsjusuodwod ezijeuy vy ‘B4

(%68) 1-0d
L 60 80 L0 90 50 0 €0 20 10 0

1eIAIZ400

lqeidacoy

ISTeIA DSTEIA

Teunzaply ajeypioy G

ajeung

8Y"Y uebigizioy

(x) sbuspeo] uogea110)

41

(%9) z-0d



Rezumatul tezei de doctorat

Capitolul V cuprinde Concluziile generale ca urmare a rezultatelor
experimentale obtinute in cadrul acestei teze de doctorat, contributii proprii
si tendinte viitoare de dezvoltare a cercetarii

Teza de doctorat intitulatd: ,,CERCETARI PRIVIND OBTINEREA
DE SINBIOTICE CU BACTERII DIN GENUL LACTOBACILLUS
MICROINCAPSULATE ~ PENTRU — APLICATII IN  INDUSTRIA
ALIMENTARA” a vizat studiul dezvoltdrii de noi retete optime pentru
matricea de incapsulare a trei tulpini probiotice, cu aplicabilitate industriala,
imbunatatirea unui proces de incapsulare precum si obtinerearea unui
aliment functional cu microcapsule sinbiotice. Pe baza rezultatelor
experimentale obtinute dar si a concluziilor partiale prezentate la finalul
fiecdrui capitol, sunt prezentate sumativ concluziile generale ale studiului:

v Prebioticele selectate: Fibruline®DS2 (inulind din cicoare),
amidon din cartofi si oligofructoza si utilizate ca substrat nutritiv pentru
tulpinile probiotice: L. casei, L. plantarum si L. rhamnosus au favorizat
cresterea de biomasa celulara, atat in culturile individuale cat si in cultura
mixta, in timpul incubatiei la 37 °C. Cresterea biomasei celulare s-a realizat
ca urmare a capacitatii tulpinilor probiotice de a descompune prebioticele,
ceea ce a condus la utilizarea lor ca parte componentd a matricei de
incapsulare;

v" Cea mai bund formuld obtinutd pentru matricea de incapsulare
contine: 2% prebiotic, 2% alginat, 10% ulei vegetal comestibil, 85% apa.
Rezultatele au ardtat cd aceastd matrice de incapsulare a oferit cea mai
eficientd protectie tulpinilor probiotice in timpul procesului tehnologic de
obtinere a microcapsulelor, a depozitarii in conditii de refrigerare timp de 30
de zile, dar si in urma actiunii in vitro a sucurilor gastrointestinale;

v' Cu ajutorul unui sistem inovativ de microincapsulare prin
extrudare s-au obtinut microcapsule cu dimensiuni de 450 um. Obtinerea
acestei dimensiuni reprezintd o noutate in domeniul microincapsularii
probioticelor;

v' S-a demonstrat ci mentinerea viabilitatii celulelor probiotice
microincapsulate Th matrici de alginat-prebiotic au prezentat valori mai mari
de nivelul minim recomandat de FAO (10°-10" ufc/g) in timpul procesului
tehnologic de obtinere al microcapsulelor si in urma actiunii in vitro a
sucurilor gastrointestinale simulate dupd cele 30 de zile de depozitare.
Rezultatele experimentale au ardtat ca viabilitatea probioticelor
microincapsulate Tn matrici de alginat-prebiotic s-a mentinut peste nivelul
minim recomandat pe parcursul procesului de obtinere, a depozitarii dar si a
actiunii in vitro a sucurilor gastrointestinale simulate;

v Adaosul de microcapsule sinbiotice Tn iaurt nu a modificat, in
timpul procesului tehnologic, parametrii fizico-chimici ai acestuia si
activitatea metabolica din microcapsulele din produsul finit nu i-a produs
modificari in perioada de depozitare. De asemenea, prezenta
microcapsulelor a pastrat caracteristicile reologice si de textura ale iaurtului,
in raport cu proba martor fara microcapsule. Dupd cele 21 de zile de
depozitare a iaurturilor s-a observat o rata a viabilitdtii celulare ridicata.
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Prin urmare, compozitia matricei microcapsulelor sinbiotice, prebioticele
alese si procesul de microincapsulare au asigurat protectia celulelor de L.
casei, L. plantarum si L. thamnosus in timpul depozitarii iaurtului timp de
21 de zile in conditii de refrigerare.

v' Dupd 21 de zile de depozitare in conditii de refrigerare a
iaurtului, viabilitatea celulard din interiorul microcapsulelor addugate in
acesta, ca urmare a actiunii in vitro a sucului gastric (7,28 £ 0,15 log10ufc/g
-1 STH, 7,84 = 0,05 log10ufc/g — T INU) si sucului intestinal (8,13 + 0,05
log10ufc/g- | STH, 8,07 £ 0,09 logl0ufc/g — | INU) a fost peste limitele
minime mentionate de FAO/OMS (10%-107 ufc/g) ceea ce recomandi
utilizarea iaurtului ca matrice alimentara pentru microcapsulele sinbiotice.

v In vederea obtinerii unui nou aliment functional a fost produsi o
matrice alimentard din lapte de ovaz pentru 4 tipuri de microcapsule
sinbiotice. Pentru a obtine un iaurt din ovaz cu o textura similara celui din
lapte de origine animala, a fost necesard o cantitate de 16% substantd uscatd
(greutate/volum).

v Datele experimentale aratd cd iartul din lapte de ovdz care
contine microcapsule sinbiotice prezintd proprietati similare cu cel fara
microcapsule, ceea ce demonstreaza ca adaosul de sinbiotice nu modifica
calitatea, textura si nici comportamentul reologic al produsului. Rezultatele
experimentale au prezentat mentinerea unei viabilitati celulare optime in
produsul alimentar pe toatd perioada de depozitare a acestuia De asemenea,
dupd actiunea sucurilor gastrointestinale simulate in vitro s-a verificat
viabilitatea celulelor probiotice si s-a dovedit ca atdt matricele de
incapsulare (INU, OLI, STH si G), cat si matricea alimentard au asigurat
prezenta in produs a unei incarcaturi celulare optime si dupa cele 28 de zile
de depozitare. Cea mai ridicata incarcatura celulard a fost detectatd in
microcapsulele sinbiotice din iaurtul de ovaz I INU.

v’ Pe baza analizei senzoriale efectuatd pe parcursul celor 28 de
zile de depozitare, iaurturile din lapte de ovaz cu si fard adaos de
microcapsule au fost evaluate cu calificativele ,,bun” si ,, foarte bun”. Taurtul
cel mai apreciat de degustatori a fost cel fard microcapsule, urmat de iaurtul
cu adaos de microcapsule cu amidon, glucoza, oligofructoza si inulina.

v In ceea ce priveste viabilitatea celulara, atat iaurtul din lapte de
ovaz fara adaos, cat si iaurtul din lapte de ovdz cu microcapsule sinbiotice,
indeplinesc criteriile de calitate recomandate de legislatie.

v' Taurtul din lapte de ovdz cu adaos de microcapsule sinbiotice
poate fi promovat ca produs alimentar functional, care pe langa alte
componente benefice (compusi bioactivi) are in compozitia sa 4 aminoacizi
esentiali si 8 aminoacizi neesentiali. Absenta acizilor butiric si propionic au
ardtat cd pe perioada de depozitare, iaurturile nu au suferit procese de
fermentatie nedorite care ar fi putut afecta calitatea sa.

v Analiza componentelor principale a aritat cd parametrii care
contribuie mai mult la variablitate sunt: continutul de Leu (leucind),
continutul de AAminop (acid a-aminopimelic), AGlu (acid glutamic), AAsp
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(acid aspartic), aroma de ovdz, A Ace (acidul acetic) si A Lac (acidul
lactic).

in concluzie, tulpinile probiotice microincapsulate pot fi addugate in
produsele lactate fermentate de tip iaurt din lapte de origine animala si in
jaurt vegetal din lapte de ovdz. Acceptabilitatea acestor produse,
demonstratd de rezultatele analizei senzoriale, creeazd toate premisele
lansarii pe piatd a unor produse lactate si vegetale functionale.

Contributii proprii

Studiile efectuate in aceastd tezd de doctorat oferd o serie de date
valoroase, fundamentale si aplicative care contribuie la diversificarea gamei
de produse alimentare functionale. Datele obtinute oferda o mai buna
cunoastere a comportamentului biotehnologic, a stabilitatii si a mentinerii
viabilitatii celulare a trei tulpini probiotice (produse si distribuite de doua
companii de renume: Christian Hansen, Danemarca si Bioprox, Franta)
supuse procesului de microincapsulare impreuna cu prebiotice si utilizate in
produsele alimentare fermentate (iaurt traditional si iaurt vegetal).

Contributia originala se concretizeaza printr-0 serie de elemente de
noutate care sporesc valoarea stiintifica a studiilor efectuate si consta in:

1.Au fost luate in studiu 3 tulpini de lactobacili si asociate pentru
prima data sub forma de culturd mixta incapsulata in produse alimentare.

2.A fost studiata cresterea biomasei celulare atat pentru fiecare
tulpind probioticd in parte cat si pentru cultura mixta, pe 3 substraturi
prebiotice (Fibruline®DS2, amidon si oligofructozi) in comparatie cu un
mediu fara substrat nutritiv si un mediu cu glucoza.

3.A fost dezvoltat un sistem de microincapsulare prin extrudare, cu
ajutorul cdruia s-a reusit stabilirea formulei optime pentru matricea
microcapsulei care sd ofere atit protectie tulpinilor probiotice, cat si
mentinerea unei viabilitati celulare ridicate cu aplicabilitate Tn industria
alimentara.

4.A fost obtinut pentru prima data un iaurt inoculat cu cele 3 tulpini
probiotice microincapsulate

5.A fost dezvoltat un produs vegetal pe baza de lapte din ovaz (din
boabe integrale) cu sinbiotice a caror viabilitate celulara respecta cerintele
internationale.
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