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PREFATA

Cercetarea stiintifica isi propune sa contribuie cu solutii pentru doud teme majore dezbatute
la nivel mondial $i anume promovarea unei economii circulare prin valorificarea drojdiei de bere
reziduale cu obtinerea de B-glucani si dezvoltarea de filme bioactive care sa ofere o noud
perspectiva asupra tranzitiei de la medicamentele de sinteza la terapiile naturiste. Prezenta teza de
doctorat este structurata pe 8 capitole si organizata in trei parti principale: un studiu aprofundat al
literaturii de specialitate, cercetarea experimentald privind extractia B-glucanilor din drojdia de
bere reziduala si dezvoltarea de filme bioactive pe baza de -glucani.

In partea intii, este prezentat stadiul actual al cercetdrilor ce cuprinde importanta
economicd marcata de a valorifica drojdia de bere reziduala. Modul de actiune si functionalitatea
B-glucanilor extrasi a fost evidentiatd prin capacitatea de stimulare a sistemul imunitar, efectul
antiinflamator si prin abilitatea antimicrobiand. Dezvoltarea de filme bioactive cu adaos de diferite
sucuri de fructe precum cel de rodie, afine ori merisoare va conduce la un efect complementar
reglarii sistemului imun. Astfel, prin principalii compusi ai sucului de rodie reprezentati de
elagitaninuri si acidul galic s-a demonstrat cd se exercitd un puternic efect antidiabetic, de
imbunatatire a functiilor vasculare, reducere a stresului oxidativ si rol protector cardiovascular
indus de activarea sintazei eNOS 1n celulele endoteliale ale arterelor. Sucul de afine este recunoscut
in principal datoritd proprietdtilor sale puternic hipoglicemiante. Farmacologia compusilor din
afine este una extrem de complexa datoritd numarului insemnat de pana la 58 compusi fenolici,
metabolismul celular de reglare al nivelului de glucoza se realizeaza in principal prin intermediul
continutului ridicat de antocianine din compozitia afinelor ce activeaza asa numitele enzime AMP-
kinase. Compusii bioactivi majoritari din sucul de afine responsabili de activitatea de reducere a
glucozei din sdnge sunt reprezentati de acidul clorogenic, procianidine, malvidina-3-O-glucozid si
cianidina-3-O-glucozid. Acesti compusi conferd de asemenea protectie microvasculara si prezinta
efect inhibitor asupra angiogenezei responsabile de aparitia glaucomului si retinopatie. Sucul de
merigoare prezintd proprietdti antimicrobiene, antioxidante si antiinflamatoare iar efectele
bioactive sunt in special legate de continutul de quercitina, catechine si flavonoli. Functiile
vasculare sunt vizibil imbunatétite dupa o luna iar metabolismul glucozei poate fi reglat dupa 12
saptamani de consum.

In cea de-a doua parte se discuti despre purificarea, extractia si caracterizarea p-glucanilor
din drojdia de bere reziduala ca modalitate de a sustine o economie circulara si ca alternativa la f3-
glucanii din drojdia activa.

Ultima parte cuprinde valorificarea B-glucanilor din drojdia de bere reziduala in filme
bioactive pe baza de sucuri de fructe datorita proprietatilor antidiabetice pe care acestea le detin.
ridicate aceste filme bioactive au prezentat potential promitator de utilizare ca ambalaj al
produselor de naturad pulverulenta.

Structura tezei este realizatd dupd cum urmeaza:

Capitolul I. Fundamente teoretice. B-glucanii din drojdia de bere reziduala si rolul lor.

Capitolul II. Materiale si metode privind extractia si caracterizarea 3-glucanilor din drojdia
de bere reziduala.

Capitolul III. Studiu experimental privind metodele de purificare, caracterizarea materiei
prime si extractia B-glucanilor din drojdia de bere reziduala.
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Capitolul IV. Cercetari privind dezvoltarea de filme bioactive ca adjuvant in bolile
metabolice.

Capitolul V. Studiul filmelor bioactive cu destinatie speciald dezvoltate pe baza de f-
glucan si suc de rodie.

Capitolul VI. Studiu privind dezvoltarea filmelor bioactive cu dizolvare rapida pe baza de
B-glucan si suc de afine.

Capitolul VII. Studiu privind dezvoltarea de filme pe baza de -glucan si suc de merisoare.

Capitolul VIII. Concluzii generale si directii de cercetare.

Cuvinte cheie: Drojdie de bere reziduald, B-glucan, stimularea imunitatii, filme bioactive,
diabet zaharat, efect antidiabetic.
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CUPRINSUL TEZEI
PREFATA

SCOP, OBIECTIVE SI JUSTIFICAREA ALEGERII TEMEI
Lista de termeni si abrevieri

CAPITOLUL I. FUNDAMENTE TEORETICE. B-GLUCANII DIN DROJDIA DE BERE
REZIDUALA SIROLUL LOR

Introducere
I.1. Productia de bere si drojdia de bere reziduala raportata la nivel mondial
1.2. Genul Saccharomyces
[.2.1. Celula drojdiei
[.2.2. Rezistenta mecanica a drojdiei
1.2.3. Peretele celular al drojdiei si sinteza B-glucanilor
1.2.4. Replicarile seriale si grosimea peretelui celular
1.3. Drojdia de bere reziduala
1.3.1. Caracterizare
1.3.2. Compusii amari si posibilitatea indepartarii acestora
1.3.3. Continutul glucanic al drojdiei de bere reziduale
1.3.4. Structura B-glucanilor
1.3.5. Solubilitate
1.3.6. Siguranta alimentara
[.4. Metode de extractie
[.4.1. Purificarea initiala
1.4.2. Liza celulard si ruperea peretelui celular
1.4.3. Extractia propriu-zisa
[.4.4. Purificarea finala a B-glucanilor extrasi
[.4.5. Uscarea
L.5. Utilizari in industria alimentara
[.5.1. Utilizarea in iaurt
1.5.2. Utilizarea in maioneza
1.5.3. Utilizarea in paine
[.5.4. Dezvoltarea de filme
Concluzii partiale

Bibliografie selectiva
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CAPITOLUL II. MATERIALE SI METODE PRIVIND EXTRACTIA SI CARACTERIZAREA
B-GLUCANILOR DIN DROJDIA DE BERE REZIDUALA

II.1. Materiale si aparatura
I1.2. Metode experimentale de purificare si analiza a drojdiei de bere reziduale
I1.2.1. Pretratamentul initial al drojdiei
I1.2.2. Continutul de umiditate (U)
I1.2.3. Determinarea continutului proteic
I1.2.4. Determinarea continutului de lipide
I1.2.5. Determinarea continutului in cenusa
I1.2.6. Determinarea compusilor amari din drojdia reziduala
I1.2.7. Determinarea viabilitatii celulare
I1.2.8. Determinarea profilului mineral prin spectrometrie de absorbtie atomica (AAS)
I1.2.9. Metoda de dizolvare a cristalelor de oxalat de calciu
I1.3. Metode de liza celulara
I1.3.1. Autoliza (AU)
I1.3.2. Liza celulara prin intermediul bilelor de sticla (BS)
I1.3.3. Design-ul experimental
I1.4. Metode de extractie si caracterizare a -glucanlior
I1.4.1. Extractia alcalina (A)
I1.4.2. Extractia alcalin-acida (AA)
I1.4.3. Extractia combinata alcalin-acida si autoclavare (AA-AC)
I1.4.3. Purificarea si uscarea
I1.5. Metode de analiza
I1.5.1. Determinarea randamentului in B-glucani
I1.5.2. Determinarea puritdtii B-glucanilor
I1.5.3. Analiza spectroscopica in infrarosu cu transformatd Fourier (FT-IR)
I1.5.4. Examinarea microstructurii
Bibliografie selectiva

CAPITOLUL III. STUDIU EXPERIMENTAL PRIVIND METODELE DE PURIFICARE,
CARACTERIZAREA MATERIEI PRIME SI EXTRACTIA B-GLUCANILOR DIN DROJDIA
DE BERE REZIDUALA

III.1. Studiu privind purificarea drojdiei de bere reziduale
I11.1.1. Indepirtarea continutului grosier
II1.1.2. Studiu privind Indepartarea compusilor amari

II1.1.3 Studiu microscopic al drojdiei de bere reziduale
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I11.1.4. Studiu privind indepartarea oxalatului de calciu

II1.2. Caracterizarea materiei prime
II1.2.1. Analiza microscopica de baleiaj (SEM) a drojdiei de bere
I11.2.2. Compozitia chimica a drojdiei de bere
I11.2.3. Aplicabilitatea determinarilor efectuate

II1.3. Studiu experimental privind extractia si caracterizarea -glucanilor
I11.3.1. Liza drojdiilor sub actiunea enzimelor proprii (autoliza — AU)
I11.3.2. Liza peretelui celular cu ajutorul bilelor de sticla (BS)
I11.3.3. Extractia alcalind (A)
I11.3.4. Extractia alcalin-acida (AA)
II1.3.5. Extractia combinata alcalin-acida cu autoclavare (AA-AC)
II1.3.6. Spectroscopia in infrarosu cu transformata Fourier (FT-IR) a B-glucanilor
I11.3.7. Microstructura B-glucanilor extrasi

Concluzii partiale

Bibliografie selectiva

CAPITOLUL IV. CERCETARI PRIVIND DEZVOLTAREA DE FILME BIOACTIVE CA
ADJUVANT IN BOLILE METABOLICE

Introducere
IV.1. Studiu privind incidenta diabetului si riscurile asociate acestei boli
IV.2. Studiu privind efectul B-glucanilor in bolile diabetice
IV.3. Materiale si metode utilizate in dezvoltarea filmelor

IV.3.1. Materiale utilizate

IV.3.2. Pregatirea solutiei formatoare de film (FFS)

IV.3.3. Determinarea parametrilor fizico-chimici ale filmelor analizate
Bibliografie selectiva

CAPITOLUL V. STUDIUL FILMELOR BIOACTIVE CU DESTINATIE SPECIALA
DEZVOLTATE PE BAZA DE B-GLUCAN SI SUC DE RODIE

V.1. Proprietatile bioactive ale sucului de rodie si proiectarea experimentald a filmului
V.1.1. Proiectarea optima a amestecului pentru examinarea proprietatilor filmelor
V.2. Rezultate experimentale
V.2.1. Determinarea grosimii si densitatii filmelor pe bazd de B-glucan si suc de rodie
V.2.2. Studiul transportului vaporilor de apa prin filme (WVTR)
V.2.3. Permeabilitatea vaporilor de apa (WVP)
V.2.4. Continutul de umiditate (U)
V.2.5. Solubilitatea filmelor



10SUD — USV Suceava Ing. Ionut AVRAMIA

V.2.6. Opacitatea si culoarea filmelor
V.2.7. Activitatea apei (aw)
V.2.8. Duritatea filmelor
V.2.9. Spectroscopia FT-IR
V.3. Proiectarea compozitiei proxime a filmelor (optimizarea parametrilor procesului)
V.3.1. Validarea si confirmarea datelor prezise computational
V.3.2. Evaluarea proprietatilor optice 1n domeniul UV-VIS ale filmului optim
V.3.3. Calitatea microbiologica a probei optime
V.3.4. Microscopia cu scanare electronica (SEM)

V.4. Modelul ambalajului cu destinatie speciala realizat din filmele dezvoltate din f-glucani, suc
de rodie si alginat de sodiu.

Concluzii partiale
Bibliografie selectiva

CAPITOLUL VI. STUDIU PRIVIND DEZVOLTAREA FILMELOR BIOACTIVE CU
DIZOLVARE RAPIDA PE BAZA DE B-GLUCAN SI SUC DE AFINE

VI.1. Proprietatile bioactive ale sucului de afine si proiectarea experimentald a filmului
VI.1.1. Proiectarea optima a amestecului pentru examinarea proprietatilor filmelor
VI.1.2. Analiza statistica a rezultatelor experimentale

VI.2. Rezultate experimentale
VI1.2.1. Determinarea grosimii filmelor pe baza de B-glucan si suc de afine
VI1.2.2. Studiu privind viteza de transmitere a vaporilor de apa prin film (WVTR)
VI1.2.3. Permeabilitatea la vaporii de apa (WVP)

VI1.2.4. Timpul de dizolvare al filmelor

VI.2.5. Activitatea apei (aw) si continutul de umiditate (U)

VI1.2.6. Culoarea si opacitatea filmelor

V1.2.7. Evaluarea proprietatilor optice in domeniul UV-VIS ale filmului optim

V1.2.8. Microscopia cu scanare electronica (SEM)

VI1.2.9. Spectroscopia FT-IR

V1.2.10. Calitatea microbiologica a filmelor din B-glucan/suc de afine
Concluzii partiale
Bibliografie selectiva

CAPITOLUL VIIL STUDIU PRIVIND DEZVOLTAREA DE FILME PE BAZA DE B-GLUCAN
SI SUC DE MERISOARE

VII.1. Proprietatile bioactive ale sucului de merisoare si proiectarea experimentald a filmului
VIL.2. Rezultate si discutii
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VIL.2.1. Determinarea grosimii filmelor pe baza de B-glucan si suc de merisoare
VIIL.2.2. Studiu privind viteza de transmitere a vaporilor de apa prin film (WVTR)
VIIL.2.3. Determinarea permeabilitatii la vaporii de apa (WVP)
VIIL.2.4. Timpul de dizolvare al filmelor din B-glucan/suc de merisoare
VIL2.5. Proprietatile optice ale filmelor in domeniul UV-VIS
VIL.3. Concluzii partiale
Bibliografie selectiva
CAPITOLUL VIII. CONCLUZII GENERALE SI DIRECTII DE CERCETARE
ANEXE

Decizie de autorizare a extinderii B-glucanilor din drojdie ca ingredient alimentar nou in
conformitate cu regulamentul CE

Specificatiile tehnice ale drojdiei de bere pe care s-au efectuat studiile de cercetare
Metoda de testare ASTM E96/E96M — 16
LISTA DE LUCRARI
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SCOP, OBIECTIVE SI JUSTIFICAREA ALEGERII TEMEI

Scopul prezentei teze de doctorat a fost unul dual ce a constat In valorificarea drojdiei de
bere reziduale cu obtinerea de compusi bioactivi precum B-glucanii iar prin cercetarile aprofundate
s-a oferit o directie clara de utilizare a acestor carbohidrati insolubili prin dezvoltarea de filme
bioactive cu potential promitator de ambalare a produselor sub forma pulverulentd avand ca
destinatie principala persoanele cu diabet.

Printre obiectivele urmarite in aceasta cercetare s-a numarat realizarea unui studiu
comprehensiv al literaturii de specialitate referitor la comportamentul morfofiziologic al drojdiei
de bere reziduale pentru a se observa daca schimbarile din si dupa procesul fermentativ au un
impact asupra f-glucanilor, s-a conceput metodologia de purificare si extractie prin proiectarea
unor matrici experimentale care sd includa parametrii adecvati drojdiei reziduale si s-a investigat
efectul tratamentelor aplicate asupra parametrilor de calitate ai B-glucanilor obtinuti.

Validarea rezultatelor cu obtinerea de B-glucani biologic activi din drojdia de bere reziduala
a permis conceperea si proiectarea de filme bioactive cu adaos din diverse sucuri (rodie, afine,
merisoare) pentru proprietdtile de stimulare a sistemului imunitar ale B-glucanilor si cele
antidiabetice ale sucurilor de rodie, afine si merisoare. S-au ales cu grija ingredientele din solutiile
formatoare de film precum agentii de gelifiere, plastifiantii ori surfactantii, pentru o buna
compatibilitate in realizarea filmelor. De asemenea, a fost studiatd influenta ingredientelor ce
alcatuiesc filmul si s-au optimizat parametrii de lucru. Nu in ultimul rand, studiile experimentale
au urmadrit adaosul unui continut cat mai ridicat in B-glucan si a diverselor sucuri care sa permita o
dizolvare rapida in apa pentru o dispersie omogend a compusilor bioactivi.

Justificarea alegerii temei s-a bazat in principal pe multiplele cai de actiune (descrise pe
larg in capitolele ce urmeazad) ce le induc B-glucanii din drojdie asupra sistemului imunitar.
Motivarea alegerii drojdiei de bere reziduale a fost de a valorifica un subprodus din industria
alimentara, iar prin procedeele de purificare si extractie s-a reusit obtinerea acestor compusi
bioactivi. Acesti carbohidrati insolubili pot fi inglobati in diverse produse alimentare, Insa,
profitand de efectul bioactiv s-a procedat la dezvoltarea de filme bioactive prin utilizarea de diverse
sucuri de fructe care sd aduca un efect benefic in bolile metabolice precum este si cazul diabetului
zaharat.

Trebuie de mentionat cd anul acesta, (a.c. 2022) se Implinesc 100 de ani de la descoperirea
insulinei (brevet de inventie nr. 6255 in 1922 intitulat ,,Pancreina si procedeul sau de fabricare”)
de catre cercetitorul roman Nicolae Paulescu (1869-1931), iar inainte de descoperirea acesteia,
persoanele cu diabet erau supuse unui regim alimentar sever din care nu lipseau anumite fructe cu
rol antidiabetic care se utilizeaza si astdzi printre care enumeram afinele si rodia. Studiile recente
precum cele din 2021, arata de altfel o noud perspectiva in tranzitia de la medicamentele sintetice
catre compusii din plante.

Activitatea de cercetare a tezei de doctorat a fost realizatd exclusiv cu ajutorul

infrastructurii si a resurselor din dotarea laboratoarelor Facultdtii de Inginerie Alimentara,
Universitatea “Stefan cel Mare” din Suceava, 720229.

10
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Lista de termeni si abrevieri

Fagocitoza — Proces de inglobare si de digerare a bacteriilor si a altor corpuri strdine din
organism de catre fagocite;

Macrofage — Celule specializate implicate in detectia, inglobarea si indepartarea patogenilor
din organism. Sunt una din cele 3 celule fagocitare cu rol in sistemul imunitar innascut (celelalte
douad sunt monocitele si neutrofilele);

Subprodus — substantd sau obiect care rezultd Tn urma unui proces de productie al carui
obiectiv principal nu este producerea acestuia;

Alicot — sau parte alicota este definita ca parte dintr-o catintate data;

Liza celulard — rupere sau moarte celulara indusd de agenti chimici, fizici ori biologici.
Caracteristic drojdiilor este procesul de autoliza indusa;

Baleiaj — Explorare cu ajutorul unui fascicul de electroni a unei suprafete;

Organele — structuri specializate localizate 1n interiorul celulei precum: nucleu, aparat Golgi,
mitocondrii, etc.;

Citokind — molecule de natura proteica ce transmit informatii intre celule diferite;

FT-IR — Spectroscopie in infrarosu cu transformatd Fourier;

ATR — unitate de reflectantd totala atenuata;

DBR — Drojdie de bere reziduala;

DBA — Drojdie de bere activa,

ANOVA — analiza de varianta;

G’— modul elastic;

G” — modul vascos;

LVR - regiune vasco-elastica;

WVTR - Vitezi de transmitere a vaporilor de apa prin film, in gxh'xm;

WVP — Permeabilitatea la vaporii de ap3, in gxmmxkPa'xh'xm;

FFS — Solutie formatoare de film;

SEM — microscop electronic de baleiaj sau microscop cu scanare electronica.

11
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REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT

In capitolul I al prezentei teze intitulati “Cercetiri privind extractia de p-glucani din drojdia
de bere reziduala si valorificarea lor in filme bioactive” este expusa succesiunea cronologicd ce a
condus la investigarea polizaharidelor bioactive, este prezentata structura unica a B-glucanilor din
drojdie si mecanismul de actiune asupra sistemului imunitar.

Pentru o scurtd trecere in revistd asupra -glucanilor din drojdie, Figura 1 prezintd evolutia
metodelor de separare si implicit a Intrebuintarilor pe care le primesc compusii glucanici de la
descoperire pana in prezent. in 1884, prin studiile sale asupra drojdiilor Metchnikoff a conturat
bazele fagocitozei care mai tarziu s-au dovedit a avea implicatii asupra sistemului imunitar. Cu mai
bine de 60 ani Tn urma in anul 1956, B-glucanii au fost descrisi pentru prima data ca modificatori
ai raspunsului biologic. Extrasi la acea vreme cu un randament de 1-2% sub denumirea de
“Zymosan”, au fost clasificati ca stimulatori ai sistemului imunitar, iar mai tarziu s-au dovedit a
avea proprietati antitumorale prin legarea de receptorii complement (CR) ai sistemului imunitar
adaptativ (Pillemer et al., 1956). Intre 1968-69, dup fractionarea polizaharidului (prin degradare
Smith) si identificarea structurilor chimice -1,3 si B-1,6, compusii izolati din peretii celulari ai
drojdiei au primit denumirea de B-glucan (Bacon et al., 1969). Mai apoi au urmat studii clinice pe
animale prin administrarea de -glucani sub forma injectabild (Patchen & MacVittie, 1985) iar in
1996 prin identificarea receptorilor Toll-like s-a reusit intelegerea partiald a mecanismului de
actiune al B-glucanilor insolubili din drojdie in raspunsul imun prin activarea TLR2 si 4 (Brown,
2010; Kanjan et al., 2017). Odata cu dezvoltarea nanotehnologiei s-a readus 1n discutie dezvoltarea
de vaccinuri pe baza de B-glucan, o descriere detaliatd din 2019 ofera date promitatoare privind
posibilitatea de a include aceste polizaharide ca vector de transport in vaccinuri (Vetvicka, 2020),
iar studiile din 2021 1isi concentreaza atentia asupra vaccinurilor intranazale (Mallakpour et al.,
2021) care s-au obtinut cu succes prin legarea de diferite fractii glucanice.

Se observi astfel o necesitate in intrebuintarea acestor compusi bioactivi, iar subprodusele’
precum drojdia de bere reziduald sunt de un real interes in extractia B-glucanilor. Pe aceasta cale
se poate implementa conceptul de economie circulara, actualmente, investitiile in aceastd zona sunt
extrem de consistente pentru valorificarea si gestionarea subproduselor rezultate din procesele
industriale.

Drojdia reziduala este cel de-al doilea produs secundar din fabricarea berii. La nivel mondial
numai in anul 2018 s-au produs circa 1.9 miliarde hL de bere. Din acest volum, Uniunea Europeana
a produs peste 390 milioane hL de bere fiind considerata a fi cel de-al doilea mare producator de
bere din lume, dupa China (Happy International Beer Day! - Product - Eurostat, n.d.; Marson et
al., 2020). Aceasta are capacitatea de a genera ca subproduse aproximativ 0.9 milioane tone de
drojdie de bere uzata (adica pana la 4 kg/hL de bere) (San Martin et al., 2020), in timp ce alte studii
indici valori pani la 2.3 kg/m? drojdie (I. M. P. L. V. O. Ferreira et al., 2010). Aceste subproduse
de drojdie provenite din obtinerea berii pot fi recuperate prin procesul de sedimentare (Lodolo et

! “Este considerat subprodus, si nu deseu potrivit definitiei de la pct. 9 din anexa nr. 1, o substanta sau un obiect care rezulta in
urma unui proces de productie al carui obiectiv principal nu este producerea acestuia si care indeplineste, cumulativ, urmatoarele
conditii:

a) utilizarea ulterioara a substantei sau a obiectului este certd;

b) substanta sau obiectul poate fi utilizat direct, fara a fi supus unei alte prelucrari suplimentare celei prevazute de practica industriala
obisnuita;

¢) substanta sau obiectul este produs ca parte integrantd a unui proces de productie;

d) utilizarea ulterioara este legald, in sensul cd substanta sau obiectul indeplineste toate cerintele relevante referitoare la produs, la
protectia mediului si protectia sdnatatii pentru utilizarea specifica si nu va produce efecte globale nocive asupra mediului sau a
sanatatii populatiei.” Sursa: https://legeaz.net/legea-211-2011-regimul-deseurilor/art-5-subproduse
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al., 2008) cu valori intre 1.7-2.3 g/L de bere (Pinto et al., 2015) sau pana la 1.5-3 kg/100 L bere
(Thiago et al., 2014).

1 Evolutie

B-glucanii utilizati in obtinerea de vaccinuri nazale si ca vector de transport

B-glucanii ca instrument in dezvoltarea de noi vaccinuri

Identificarea receptorului Toll-like (TLR). Selectiv pentru compusii
glucanici insolubili. Regleaza sistemul imunitar prin TLR2 si TLR4

o
Studii clinice intravenoase pe animale cu B-glucani o
Etichetare ca B-glucan dupd identificarea fractiunilor v g\ -
B-1,3 si B-1,6 glucanice din peretii celulari ai drojdiei - 2=l -

inceputurile descoperirii cdilor alternative
de activare a complementului (CR)

Zymosan

E. Metchnikoff —o0_ ¢ &O) y . coms

rs — A 'Lae Timp)

1884 1941 1954 1968-69 1986 1996 2019 2022

Bacon et al., (1969); Brown, (2010); Kanjan et al., (2017); Mallakpour et al., (2021); Vetvicka, (2020).

Utilizate in principal in hrana animalelor, aplicarea diverselor procese de pretratare fac din
drojdiile reziduale un produs cu multiple utilizari destinate consumului uman, astfel: pot spori sau
conferi o aroma carnoasa produselor alimentare (Apostu et al., 2017; Tanguler & Erten, 2008); pot
fi utilizate ca alternativa la productia de proteine (Ritala et al., 2017) sau ca extract de drojdie bogat
in folati (Jacob et al., 2019). O abordare inovatoare o reprezintd purificarea si izolarea
carbohidratilor functionali din peretii celulari, cu obtinerea de B-glucani insolubili in apd, cu
potential crescut 1n industria farmaceutica si alimentard (Liepins et al., 2015; Worrasinchai et al.,
2000).

Celula drojdiei Saccharomyces cerevisiae este un model de studiu al celulelor eucariote si
recunoscutd in general ca fiind sigurd. Celulele sunt sferice si elipsoidale cu dimensiuni intre 1-7
um latime si pana la 5-10 pm lungime. Este inconjurata de un perete gros ce delimiteaza la interior
membrana celulara. In interiorul acesteia, prin matricea citoplasmatica imparte continutul celular
in: enzime, organite de depozitare, aparat Golgi, nucleu, reticul endoplasmatic, vacuole, lizozomi
etc. Specia cerevisiae este protejata de un perete celular gros si rezistent mecanic compus majoritar
din polizaharide si glicoproteine (Kollar et al., 1997; NORTHCOTE & HORNE, 1952) din care
50-55% este reprezentat de B-1,3 glucani si pana la 15 % sunt B-1,6 glucani (Aimanianda et al.,
2009; Kollar et al., 1997). Figura 2 ilustreaza celula de drojdie in integralitate.
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Figura 2. Celula de drojdie Tn momentul diviziunii.

O cantitate considerabild de energie este alocatd in formarea peretelui celular ce reprezinta
panad la 25% din greutatea celulei (procent variabil in functie de conditiile de crestere) (Levin, 2005;
D. Liu et al., 2016). Prin abilitatea de a raspunde la stres pentru a mentine viabilitatea, drojdiile 1si
cresc depozitul glucanic total cu pana la 49% in timpul fermentarii berii (Li et al., 2014). Continutul
in B-glucani al drojdiilor creste si odatd cu procesul de maturare atunci cand fermentarea la rece
induce stres asupra celulei de drojdie (Lodolo et al., 2008). Acesta variaza in principal, in functie
de natura mediului in care fermenteazad drojdia si de varsta celulei (ce este stabilitd prin numarul
cicatricilor de inmugurire din fermentarile seriale) (Powell & Diacetis, 2007). Sinteza este dirijata
de asa numita cale de semnalizare a integritatii peretelui celular (CWI) (Backhaus et al., 2010) si
care In mare parte se concretizeazd in formarea de continut glucanic (Klis et al., 2006). Este
cunoscut ca In procesul de fermentare al berii, drojdiile utilizeaza aproximativ 10% din zaharurile
fermentescibile din mediu pentru biogeneza (Onofre et al., 2017). Aceasta energie este stocata intr-
un perete cu o grosime de 200 nm sub forma de carbohidrati.

B-glucanii sunt polizaharide alcdtuite din monomeri ai D-glucozei uniti prin legaturi -
glicozidice (Bacic et al., 2009). Structura lor variaza in functie de tipul de configuratie anomerica
a unitatilor B-d-Glcp, 1n distributia spatiald a legéturilor glicozidice, gradul de ramificare, gradul
de polimerizare precum si prin greutatea moleculara. Astfel, se pot distinge B-glucani liniari,
ramificati ori ciclici cu diverse legaturi glicozidice (Synytsya & Novak, 2013). -1,3-glucanii inalt
ramificati sunt astfel dovediti a prezenta un efect stimulator al imunitdtii mult mai ridicat decat
modelele liniare intdlnite la bacterii (S. S. Ferreira et al., 2015).
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Figura 3. Reprezentarea schematicd a B-glucanilor din drojdie: A. Forma solubila a -glucanilor; B.
Forma insolubila a B-glucanilor. In cele doua ilustratii (A si B) se poate observa aceeasi structura
primara, rigida, constituita din B-1,3-glucan insa la $-glucanii insolubili gradul de polimerizare creste
din punctul de ramificatie B-1,6 (Avramia & Amariei, 2021).

Din totalul glucanilor situati la nivelul peretelui celular o parte din ei sunt solubili iar 80-
85% sunt insolubili in substante alcaline (Jaehrig et al., 2008), cei din urma fiind subiectul cercetarii
din aceasti teza. In contrast cu peretii celulari vegetali ce au ca polizaharid principal celuloza,
alcatuita din lanturi liniare de -1,3 si interconectata prin -1,4-glucan (Brennan & Cleary, 2005),
in drojdie formele glucanice ale peretelui celular sunt alcatuite din monomeri ai glucozei avand o
structura de baza B-1,3 interconectata in lateral prin lanturi $-1,6 (Kogan et al., 1988). Structura de
baza se leaga covalent de alte componente ale peretelui celular astfel incat capetele nereducatoare
sunt reticulate prin legaturi B-1,3, B-1,4 si B-1,6 de capetele reducatoare ale chitinei (Lesage &
Bussey, 2006). Acestea sunt considerate a fi rdspunzatoare de insolubilitatea in substantele alcaline
(Arroyo et al., 2016) iar prin legéturile intermitente se formeaza o retea 3-1,3/B-1,6 tridimensionala
(Jaehrig et al., 2008), responsabila de stimularea sistemului imunitar.

Sinteza -glucanului are loc in mai multe regiuni celulare. Procesul de formare a glucanului
are loc in membrana plasmatica si este catalizat enzimatic de glucan sintazd (UDP-glucoza; 1,3-3-
D-glucan 3-B-D-glucosiltransferaza, EC 2.4.1.3) codata de gena FKS (1 si 2), care prin extrudare
incorporeaza lanturile nou formate in peretele celular (Aimanianda V, 2017). Ordinea in care acesti
compusi se gasesc In peretele celulei este: B-1,3-glucan— f-1,6-glucan —manoproteine
(Aimanianda et al., 2017). Gradul de polimerizare al B-1,3-glucanului depinde in mare masura de
factorii externi si se realizeaza prin doud cai sintazice legate de faza de crestere si de sursa de
carbon (Klis et al., 2002). Cercetarile biochimice asupra S. cerevisiae au indicat ca sintaza legata
de membrana celulard foloseste UDP-glucoza ca substrat si consta dintr-o subunitate reglatoare
citosolicd si o subunitate catalitica cu afinitate pentru ATP si GPT (Kasahara et al., 1994; Tartar et
al., 2005). O reprezentare schematica a peretelui celular este descrisd in Figura 4. Manoproteinele
peretelui celular sunt direct conectate de -1,3-glucan prin legaturi ce se rup relativ usor in alcali
si indirect de B-1,6-glucan printr-o ancora glicozilfosfatidilinozitol (GPI) (Sanz et al., 2018). Acest
strat cu o grosime de 30-40 nm situat catre suprafata celulei (Wang et al., 2018) prezintd un
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fragment proteic de aproximativ 100 kDa? ce poate fi partial indepartat chimic, restul necesitand
utilizarea de enzime (Ha et al., 2006).

Manoproteine

Jﬁﬂ. .!ﬁ-(La)AGlucan
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: \
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aD-glucopiranozi
Formele anomerice ale glucozei
Figura 4. Reprezentarea schematica a peretelui celular, distributia B-glucanilor in drojdia Saccharomices
cerevisiae si formele anomerice ale glucozei (u si ) necesare sintezei B-glucanilor.

Printre utilizérile din industria alimentara pot fi mentionate: folosirea in iaurturi pentru rolul
prebiotic al polizaharidelor insolubile si de imbunatatire a proprietatilor fizico-chimice si texturale
(da Silva Guedes et al., 2019; Raikos et al., 2018); utilizarea -glucanior in maioneza poate reduce
continutul de grasime fard a influenta caracteristicile fizico-chimice ale produsului finit
(Worrasinchai et al., 2006); inca din stadiul de aluat, prin adaosul a 0.75% B-glucani din drojdia de
bere reziduald s-a observat cea mai crescuta valoare a rezistentei, aderentei si a lipiciozitatii. De
asemenea, la aceastd concentratie retrogradarea amidonului dupa 4 zile de refrigerare a prezentat
cea mai scazutd valoare (Suwannarong et al., 2020); dezvoltarea de filme pe baza de B-glucani din
drojdia S. cerevisiae avand ca plastifiant glicerina a prezentat proprietati structurale si fizice
imbunatatine, modulul de elasticitate, rezistenta si tensiune la rupere al acestor filme fiind de 712
MPa, 17.48 MPa si 14.16 MPa (Novék et al., 2012). Totodata, M. Peltzer et al., (2018) printr-o
analiza a diferitelor tipuri de B-glucani au concluzionat ca forma $-1,3/1,6 regasita in drojdie are
cea mai mare aplicabilitate pentru dezvoltarea filmelor pentru contactul cu produsele alimentare
precum si pentru domeniul medical.

Capitolul II al tezei prezintd materialele si metodele privind extractia si caracterizarea [3-
glucanilor din drojdia de bere reziduald. Sursa de drojdie de bere reziduald (DBR) utilizatd in
procesele de extractie a B-glucanilor a fost achizitionata de la fabrica de bere SC. Bermas SA.,
Suceava, Romania. Drojdia de bere utilizatd in procesele fermentative de obtinere a berii este

21 Da (Dalton) = Unitate de masura pentru masa, definitd ca a 1/12 - a parte din masa izotopului de 2Csi este egald
cu 1.66053x102* g.
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produsa de firma Fermentis (Lesaffre, Franta) sub denumirea de SafLager™ W-34/70. Aceasta
drojdie apartine genului Saccharomyces, specia cerevisiae. Drojdia colectatd a fost prelucrata cat
de curand posibil, respectandu-se lantul frigorific pentru a preveni eventualele procese de
degradare celulara. De asemenea, pentru un studiu comparativ, fabrica de bere ne-a furnizat cu
amabilitate si o proba de drojdie de bere uscata activa din lotul de fabricatie (denumita in continuare
DBA).

Principalele metode privesc analiza materiei prime initiale, studiu privind purificarea si
indepartarea compusilor amari si sunt urmate de procedeele de lizd celulard, extractie si
caracterizare a [3-glucanilor.

In capitolul III sunt prezentate rezultatele cercetirilor privind analiza drojdiei de bere
reziduale, purificarea, extractia si caracterizarea P-glucanilor. Figura 5 prezintd in contrast
imaginile SEM ale drojdiei de bere reziduale si a celei active. Drojdia de bere activa (Figura 5A)
inainte de procesul fermentativ releva structuri elipsoidale cu dimensiuni intre 4-7 um si pana la 2-
3 cicatrici de inmugurire. In schimb, celulele drojdiei de bere reziduale (Figura 5B) sunt vizibil
crescute in dimensiune, cu peretii celulari neregulati, consecinta a procesului de autolizd indusa
din timpul si dupa procesul fermentativ. Continutul citoplasmatic este eliberat partial prin
microfisurile create la nivel celular in lichiorul de bere.

SEM HY: 8.00 kY WD 18.8370 mm WEGAWTESCAM  SEM HY. 8.00 Ky WD 187770 mm YEGALTESCAN
SEM MAG: 2.53 kx Det: BSE 10pm { SEMMAG: 2.49 kx Det BSE 10 pm !
Datedmidhd: 12022020 SEM MAG: 2.53 ke LISY FIA n Date(m/dhd: 12/22i20  SEM MAG: 2.49 kx LS FlA n

A B
Figura 5 Microscopia elecronica de baleiaj (SEM) a drojdiei de bere. A. Drojdie de bere
activa; B. Drojdie de bere reziduala (factor de marire 2.5 kx, detector de electroni
retroimprastiati).

Aceste modificari conform lui Francois et al., (2013) pot atinge valori de pana la 10-25%
din masa totala a celulei iar dupd Tian et al., (2019) peretii drojdiei de bere reziduale pot atinge
valori si de 225 nm (cu 25 nm mai groase decat media descrisa in literatura de specialitate).
Cresterea in grosime a peretelui celular este legatd in special de continutul ridicat de B-glucan
format, care conform lui Aguilar-Uscanga & Francgois, (2003) poate atinge valori de pana la 21%
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(in special a fractiunii scurte p-1,6 legate de glucanul B-1,3 in celulele cultivate pe etanol). in urma
analizei compozitiei chimice, datele noastre au evidentiat o crestere a continutului in -glucan de
la 15.60% (g/g) la drojdia de bere activa la 17.02% (g/g) la drojdia de bere reziduala.

Purificarea s-a realizat prin indepartarea continutului grosier, a lichiorului de bere si a
particulelor 1n suspensie prin sitare (dimensiune a porilor <100 pm si centrifugare). Studiul privind
indepartarea compusilor amari reprezentati in special de humuloni si izohumuloni, Tn urma
optimizarii, a scos in evidentd cd pentru slabirea fortelor de adsorbtie a compusilor amari este
necesar un tratament alcalin cu NaOH 2N si ajustarea pH-ului la 10 sub continud agitare. Timpul
de contact optim cu suspensia celulard (Figura 6) a fost de 10 minute la 50 °C.

=—¢— Compusi amari (BU) —{l— Viabilitate celulard (%)
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Figura 6 Modificari ale compusilor amari si viabilitatea celulara din timpul procesului de purificare.

Proba de control a drojdiei de bere reziduale DBR inainte de contact cu NaOH a avut un
continut in substante amare de 43.2 BU, ceea ce este caracteristic drojdiei de bere reziduale. O
reducere vizibila este prezentd dupd 10 minute in proba DBR-10 (23.1 BU), iar la 15 minute dupa
contact in proba DBR-15 nu se mai observa nicio scadere apreciabila a compusilor amari (22.4
BU). Aceste rezultate indica faptul ca un timp mai lung de 10 minute nu creste eficienta procesului
de dezamarire ci doar viabilitatea celulelor se va diminua.

Liza drojdiei de bere reziduale s-a realizat prin doud metode sub actiunea enzimelor proprii
(autolizd) si prin intermediul bilelor de sticld. Pierderea in biomasd exprimatd prin viteza de
autoliza de-a lungul celor 24 de ore de contact observate in Figura 7 prezinta valori cuprinse intre
46.81% si 51.15% in functie de temperatura la care au fost mentinute probele.
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Figura 7. Influenta temperaturii asupra biomasei pierdute.

In toate cele 3 experimente, la finalul celor 24 h viabilitatea celulelor realizata prin metoda
colorimetrica a fost zero astfel ca s-a putut trece Tn urmatoarea etapa, cea de extractie a B-glucanilor.
O viteza a autolizei ridicatd inseamna un continut intracelular mai mic in celula drojdiei astfel va
exista si o viteza de extractie mai mare a 3-glucanilor din peretii celulari. Pentru a conduce procesul
de autoliza, parametrii indicati sunt: continut in substantd uscata a suspensiei de drojdie de 15%,
timp de autolizd de 24 h, temperaturd de 55 °C si o pasteurizare de 15 min/80 °C la finalul
procesului pentru inactivarea enzimelor proprii.

Liza peretelui celular cu ajutorul bilelor de sticla a fost realizata prin utilizarea metodologiei
suprafetelor de raspuns (RSM). Efectul concentratiei suspensiei celulare (de 5, 10 si 15%), raportul
dintre drojdie si bilele de sticla (1:1, 1:2, 1:3) precum si numarul de cicluri de vortexare (1x, 2x,
3x) a fost variat la trei niveluri asupra raspunsului de eficientd a ruperii celulare, care a fost
investigat cu ajutorul unui model experimental Box-Behnken. Efectul parametrilor privind
eficienta ruperii celulare (Tabelul 1) a condus la valori intre 14.54% si 99.87% in functie de
conditiile aplicate si a prezentat diferente semnificative (p<0.05) intre probe.

Tabelul 1. Efectul parametrilor independenti asupra ruperii celulare si continutul in B-glucan al
probei optime.

Concentratie Raport drojdie/ Cicluri de Eficienta
suspensie celulara, bile de sticla, vortexare, ruperii celulare
(%) (v/w) (x10 min) (%)
5 1:1 2 34.85h
5 1:2 1 45.62°¢
5 1:2 3 99.87*
5 13 2 78.93¢
10 1:1 1 21.55
10 1:1 3 44.05¢
10 1:2 2 41.66#
10 1:3 1 33.45
10 1:3 3 93.97°
15 1:1 2 14.54!
15 1:2 1 15.12k
15 1:2 3 49.09¢
15 1:3 2 21.59

a-1 - litere diferite din aceeasi coloana araté diferente semnificative intre esantioane (p<0.05)
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Figura 8. Gradul de rupere celulara. Trei probe reprezentative cu raport drojdie/ bile de sticla de
1:2 la diferite cicluri de vortexare (1x, 2x, 3x) si concentratii de drojdie diferite (5%, 10%, 15%). Nu
sunt prezente celule vii (marire 400x).

Rezultatele obtinute in urma procesului de optimizare au aratat ca o concentratie a suspensiei
de drojdie de 5%, un raport de drojdie /bile de sticla de 1:2 si 3 cicluri de vortexare a cate 10 minute
fiecare ar fi parametrii optimi pentru liza celulelor de drojdie reziduale ce ofera o eficienta de rupere
de 99.87%. Sagetile cu negru evidentiaza celulele fragmentate, cu pereti celulari neregulati, ca
rezultat al coliziunii drojdiei in regiunea efectiva de rupere celulara dintre bilele de sticla in timp
ce sdgetile cu rosu prezinta celulele moarte colorate cu albastru de metilen. Coloratia albastra indica
ca celulele inca pastreaza continutul intracelular deoarece nu au fost deteriorate de bilele de sticla
si nu sunt dizolvate in faza continua (Solecki et al., 2021).

Extractia B-glucanilor s-a realizat dupa liza celulara si a fost realizata prin trei metode:
alcalina, alcalin-acida si combinata. Pentru extractia alcalina s-au utilizat trei concentratii diferite
de NaOH (1, 1.5 si 2 N). Pentru toate testele, extractia de B-glucan a fost efectuatd mai intai din
celulele de drojdie autolizate si apoi s-a procedat la extractia din celulele fragmentate cu ajutorul
bilelor de sticla. Rezultatele cercetarilor experimentale sunt prezentate in Tabelul 2 care prezinta
variatia compusilor din B-glucan in functie de cresterea concentratiei de NaOH.

Tabelul 2. Date privind randamentul si continutul in B-glucani al extractelor obtinute din drojdia
de bere reziduala S. cerevisiae prin metoda alcalina.

Procedura de liza celulara ~ Concentratia de Randamentul in % Puritatea
NaOH B-glucan, % extractului (g/g)
Autoliza (AU-A-1N) I N 11.96 55.39
Autoliza (AU-A-1.5N) 15N 10.68 56.45
Autoliza (AU-A-2N) 2N 9.01 59.81
Bile de sticla (BS-A-2N) 2N 5.28 63.81

AU-A-1IN — (AU= autoliza, A=tratament alcalin, IN=concentratie NaOH 1N); BS-A-2N — (BS=bile
sticla).

Astfel, randamentul in B-glucan din celulele de drojdie autolizate a variat intre 11.96% si

9.01%, 1n timp ce puritatea extractului prezinta o usoara crestere de la 55.39% la 59.81% prin
utilizarea solutiilor concentrate de hidroxid de sodiu. Cea mai mare puritate de 59.81% B-glucan a
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fost gasitd in proba cu cel mai mic randament de extractie (9.01% In proba AU-A-2N). Mentinand
conditiile de extractie care au determinat cel mai Tnalt grad de puritate (de 59.81% la 2 N NaOH)
asupra peretilor celulari dezintegrati prin bile de sticla, s-a constatat ca randamentul de pB-glucani a
scazut semnificativ la 5.28%, iar puritatea extractului nu a depasit valoarea de 63.81% (proba BS-
A-2N).

Rezultatele extractiei alcalin-acide, a efectului concentratiet Tn NaOH precum si a
diverselor solutii de acid utilizate in extractia f-glucanilor sunt prezentate in Tabelul 3. Din datele
obtinute poate fi observat ca randamentul extractiei B-glucanilor variaza intre 3.66 si 8.95%. Cel
mai ridicat randament (8.95%) este intalnit la proba autolizata, tratatd cu NaOH 1 N/ 90 °C/ 2 h,
urmata de un tratament cu acid acetic 1 N/ 75 °C/ 2 h. Puritatea determinata prin metoda enzimatica
(prin utilizarea de B-glucanaze, B-glucozidaze si chitinaze) a acestui extract este de 69.1%.

Tabelul 3. Efectul concentratiei NaOH si al solutiilor de acizi asupra extractiei -glucanilor.

CH;COOH HCl H3PO4
Proces  Concentratie | Randament % Randament % Randament %
liza solutie extractie B- extractie (%) PB- extractie (%) B-
celulard alcalina (%) glucan glucan glucan
(g/2) (g/2) (g/2)
NaOH 1N | 8.95 69.10 | 8.17 73.99 | 4.43 53.13
Autoliza NaOH 1.5N | 8.77 74.07 | 7.79 79.55 | 4.09 53.89
NaOH2N | 7.89 75.2 7.03 78.12 | 3.66 54.11
Bile
sticla NaOH 1N |4.88 78.53 |5.36 73.8 [ nd. n.d.

Puritatea B-glucanilor extrasi prin metoda alcalin-acida variaza si ea in limite destul de largi
de la 53.13% la 79.55%. Fractia cea mai purificatd a rezultat prin utilizarea procedeului de autoliza
a celulelor de drojdie reziduala, extractie alcalind cu NaOH 1.5 N/ 90 °C/ 2 h si extractie acida cu
HCI 1 N/ 75 °C/ 2 h. Randamentul de extractie al acestei probe a fost de numai 7.79%. Cele mai
mici valori ale B-glucanilor de 54.11% si randament de 3.66% au fost gasite la probele tratate cu
acid fosforic. Acest lucru s-a datorat cel mai probabil concentratiei prea mari de acid (1 N) ce a
degradat lantul polizaharidic.

Extractia combinata alcalin-acida cu autoclavare a fost evaluatd prin sedimentul obtinut cu
cea mai ridicatd fractie In B-glucan prin metoda alcalin-acida (de 79.55%). Astfel, prin parcurgerea
procesului de extractie au rezultat trei valori diferite, in functie de temperatura de autoclavare la
care au fost supuse extractele (110, 120 si 130 °C). Conform datelor obtinute, randamentul de
extractie al probelor dupa autoclavarea sedimentului glucanic extras prin metoda cu NaOH/HCI,
1.5N/ 1 N a fost cuprins intre 6.05% la 130 °C s1 7.35% la 110°C.

Prin analiza spectroscopica in infrarosu cu transformata Fourier (FT-IR) a -glucanilor s-a
verificat calitatea compusilor extrasi. Astfel, fiecare varf regdsit in regiunea spectrala de amprenta
la probele de B-glucan a fost descris in Tabelul 4. S-au observat in toate probele peak-uri intre
1103.81 cm™ i 1105.17 cm™! care sunt in apropierea zonei 1105 cm’! caracteristicd B-1,3-glucanului
in timp ce varfurile intre 1151.35 cm™ si 1152.85 cm™! sunt deplasate cu 5 cm™ comparativ cu 1147
cm’!. Un alt varf caracteristic pentru legitura B-1,3-glucan a fost regisit in apropiere de 1370 cm™
care corespunde vibratiei cu unghi variabil a gruparii C—H (I. C. Ferreira et al., 2020; H. Liu et al.,
2020).
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Tabelul 4. Frecventele benzilor FT-IR pentru compusii B-glucanici extrasi.

Cod probi/ Numir de undi (cm™) Atribuire  Referinti
AU- B- AU- AU- AU- B- AU-
A-2N A-2N AA-2N- AA- AA-2N- AA-IN- AA-
CH3COO  1.5N- H3PO4 CH3COO 1.5N-
H HCl H HCI-120
847.83 842.98 Legatura (Zechner-
- Krpan et al,
glicozidi  2010)
ca
891.73  888.68  892.06 889.06 889.07  888.55 889.13 Configur (Abdel Naser
atie f3 A. Zohri, 2019)
99291  995.82 993.45 995.00  993.41 995.35 B-1,6- (Pengkumsri et
glucan al., 2017)
1019.76  1015.04 1015.91 a-1,4- (Pinto et al,
glucan 2015)
1074.90 1071.70 1074.24 1072.32  1072.88 1071.13 1070.03  B-1,6- (Galichet et al.,
glucan 2001)
1104.26 1104.15 1104.14 1105.16 ~ 1103.81 1105.17 1104.76  B-1,3- (Galichet et al.,
glucan 2001)
1152.85 1152.02 1151.71 115135  1151.99 1152.51 1152.78  B-1,3- (Galichet et al.,
glucan 2001)
137437 1363.13 1373.91 1373.70  1373.79 1363.20 1373.51  B-1,3- (I. C. Ferreira et
glucan al., 2020)

O banda distinctd pentru B-glucani este regiunea dintre 992.91cm™ si 995.82 cm™ care
conform lui Pengkumsri et al., (2017) apartine p-1,6-glucanului (~998 cm™). Pot fi de asemenea
observate peak-uri dominante in apropierea numirului de undd 1073 cm' care este asociat
intinderii vibrationale O—H a carbonului Cg din legédtura -1,6 (Chang et al., 2019a; Galichet et al.,
2001). La probele extrase numai prin metoda alcalind (AU-A-2N si B-A-2N) cu NaOH 2 N
observim doud varfuri de absorbtie la 847.83 si 842.98 cm! respectiv, care conform lui Zechner-
Krpan, Petravi¢-Tominac, Gospodarié, et al., (2010) ar indica prezenta a-glucanilor. Acest lucru a
fost confirmat si era de asteptat pentru extractia intr-o singura etapa prin continutul redus al puritatii
extractului (~59%). In plus, peak-urile din jurul 1015 c¢m™ sunt corelate cu prezenta o-1,4-
glucanului (Pinto et al., 2015).

Capitolul IV intitulat Cercetari privind dezvoltarea de filme bioactive ca adjuvant in bolile
metabolice ofera o directie clara de utilizare a B-glucanilor extrasi din drojdia de bere reziduala.
Dezvoltarea de filme s-a realizat prin utilizarea B-glucanilor pentru efectul de stimulare al
sistemului imun si de protectie asupra celulelor B-pancreatice in timp ce diversele sucuri au fost
utilizate pentru efectul antidiabetic, pentru rolul vasoprotectiv, antioxidant, de reducere a stresului
oxidativ si de imbunatatire a functiilor vasculare.

S-a demonstrat cd administrarea orald de B-glucan la soareci promoveaza homeostazia
glucozei si lipidelor din ficat, descoperiri cu potential ridicat in diabet si obezitate (Cao et al., 2017).
Studii conduse Tn 2014 au concluzionat ca, prin stimularea sistemului imun prin intermediul caii
de semnalizare dectina-1, B-glucanii pot fi utilizati sa moduleze actiunea celulelor T responsabile
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de distrugerea celulelor B-pancreatice producatoare de insulina si astfel se poate asigura o protectie
pe termen lung a celulelor secretoare de insulina in diabetul de tip I (Karumuthil-Melethil et al.,
2014). Un studiu recent asupra rezistentei la insulind a evidentiat ca suplimentarea cu 0.1% [-
glucani din drojdie in dieta animalelor a redus nivelul insulinei bazale, nivelul de trigliceridele si
concentratia de colesterol (C. S. Ferreira et al., 2022).

Diabetul zaharat sau “diabet mellitus” face parte dintr-un grup de boli metabolice avand ca
particularitate hiperglicemia determinatd de secretia defectuoasd a insulinei, actiunea insulinei sau
ambele. Preponderent, sunt cunoscute 4 tipuri de diabet: diabetul de tip I sau insulino-dependent
in care organismul nu mai produce insulina, diabetul de tip II determinat de incapacitatea
pancreasului de a produce suficientd insulind necesara organismului sau de rezistenta celulelor la
actiunea acesteia, diabetul gestational care este Intalnit la femeile gravide si dispare dupa sarcina
(MclIntyre et al., 2019) si diabetul de tip III, introdus pentru prima data in anul 2005 care Tmbraca
particularitati atat din diabetul de tip I cat si din II si care este asociat cu boala Alzheimer (Kroner,
2009). La cele patru tipuri se mai adauga si diabetul genetic mostenit (monogenic) care este o
afectiune genetica rard manifestatd prin mutatia unei gene ce insumeaza de la 1 pana la 5% din
totalul cazurilor diabetice (Zhang et al., 2021). Gena cauzeaza in principal o dezvoltare defectuoasa
a celulelor B-pancreatice secretoare de insulina si provoacd diabet indiferent de alti factori. Mai
mult, in literatura de specialitate existd si diabetul indus medicamentos sau de diferite substante
chimice. Unele substante chimice care ne inconjoara sau medicamente, pot desigur sa altereze
secretia de insulind, iar studiile clinice utilizeaza adesea streptozotocina (un agent chimioterapic)
in a induce diabetul la soareci pentru a descoperi noi tratamente impotriva diabetului (Mbara et al.,
2022). Dintre acestea primele doua tipuri sunt cele mai des Intilnite si constituie o problema de
sandtate n expansiune la nivel global.

Un studiu realizat in 2019 estimeaza cd aceasta afectiune grava, pe termen lung si cu un
impact major asupra vietii si bundstdrii indivizilor din intreaga lume afecteaza in jurul a 463 de
milioane de persoane (adica 9.3% din populatia globului) (Saeedi et al., 2019). S-a estimat cd pana
in 2030 acest numar va creste la 578 milioane de persoane, iar in 2045 acesta va fi de 700 milioane
de oameni (echivalentul a 10.9% din populatie), cu peste 200 de milioane mai mult decat numarul
din 2019.

Evolutia lentd (adicd cronicizarea) a hiperglicemiei in diabet se asociaza cu leziuni pe
termen lung, tulburari functionale ale organelor precum si deteriorarea acestora in special la nivelul
ochilor, rinichilor, nervilor, inimii si a vaselor de sange (Mellitus, 2005). Complicatiile pe care le
poate provoca diabetul zaharat la nivel vascular cuprind: retinopatie, albuminurie, scleroza renala,
obstructia vaselor de sadnge la nivelul picioarelor, la nivel coronarian si al sistemului cerebral
(Lawrence, 1951).

Un control glicemic neadecvat in diabet poate conduce de asemenea catre neuropatie, o
complicatie comuna In diabet care se manifesta prin pierderea functiei senzoriale, incepe de la
extremitatile inferioare si se caracterizeaza prin durere datoratd afectdrii sistemului nervos
(Feldman et al., 2019). In 2021 Arora et al., (2021) printr-un studiu comprehensiv asupra medicatiei
in diabet a aratat o noud perspectiva in tranzitia de la medicamentele sintetice catre compusii din
plante. Aceasta impreund cu colaboratorii au scos in evidenta componentele bioactive din plante si
potentialul ridicat pe care il pot juca plantele medicinale in tratamentul afectiunilor precum este si
cazul neuropatiei diabetice (Arora et al., 2021). Dintre fructele cunoscute in literatura de
specialitate pentru scaderea nivelului glicemic si pentru exercitarea unui efect vasoprotector
amintim afinele si rodia in timp ce merisoarele contribuie la controlul nivelului glicemic.

Astfel, in vederea dimensiondrii filmelor s-a avut in vedere ca: si nu se depdseasca
cantitatea de compusi maxim admisa ori recomandata de catre autoritatile sau organismele abilitate
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in domeniu; fiecare dintre ingredientele folosite Tn obtinerea filmelor sd aduca un aport sustinut in
diabet pentru a justifica necesitatea utilizari acestuia; folosirea unor temperaturi la fabricarea
filmelor sub cele de degradare a B-glucanilor ori a compusilor bioactivi din diverse sucuri naturale
din fructe pentru a mentine stabilitatea termicd; o dizolvare rapida pentru dispersia in lichide a
componentilor din film si a suplimetului-pudrd ambalat; o grosime si densitate suficient de mare
astfel incat viteza de transmitere a vaporilor de apa prin film sa nu influenteze caracteristicile
suplimentelor ambalate; un continut de umiditate scazut si o activitate a apei redusd pentru a
impiedica reactiile de deteriorare microbiologica in produs; absenta fisurilor la nivel microscopic
care s-ar putea extinde pe durata de depozitare si nu In ultimul rand, fara modificari majore la nivel
molecular ale ingredientelor folosite.

Pregétirea solutiei formatoare de film (FFS) si turnarea s-au realizat in primul rand prin
addugarea B-glucanilor (cu un anumit continut cunoscut in substantd uscatd) pentru a obtine
echivalenti a 0.5, 1, 1.5 g s.u. Dupa aceasta alginatul de sodiu a fost addugat in cantitati variabile
conform protocolului de pregétire al solutiei. Alginatul de sodiu (ca gelifiant) trebuie ales cu grija
astfel incat concentratia solutiei formatoare de film sa nu fie prea vascoasd. Mancini et al., (1996)
prin investigarea solutiilor polimerice de alginat de sodiu au concluzionat ca pentru un
comportament pseudoplastic, solutiile de alginat de sodiu ar trebui sa se incadreze intre 0.125 si
1.5% (g/v) (pe o plaja a temperaturilor de 5-35 °C). Astfel, pentru prepararea filmelor, cea mai
ridicata cantitate de alginat de sodiu utilizata a fost de 1 g in solutia formatoare de film de 150 mL,
corespunzatoare la 0.66 % (g/v). Pentru verificarea datelor, Figura 9A si B prezinta
comportamentul reologic al celei mai concentrate solutii de alginat de sodiu realizate intr-un volum
de 150 mL apa distilata.
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Figura 9 A. Comportamentul reologic al solutiei de alginat de sodiu, 1 — functia de vascozitate, mPas; T
— tensiuna de forfecare, Pa; y — viteza de forfecare, 1/s.

Dupa cum poate fi observat in Figura 9A, profilul de vascozitate al solutiei polimerice (curba
de curgere cu albastru) este unul descendent, odata cu cresterea tensiunii de forfecare aplicata
(comportament ne-Newtonian), in primele 0.1 s se observd o scddere abruptd in valoarea
vascozitdtii. La revenire, prin scaderea vitezei de forfecare, vascozitatea ramane constanta fara a
se observa un caracter dilatant. Acest comportament pseudoplastic care conduce la fluidificarea
sistemului polimeric la forfecare este deosebit de important in dozarea si dispersarea ingredientelor
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intr-o solutia formatoare de film cand este supusa amestecarii, avand o influenta asupra obtinerii
filmelor. Din analiza reologica putem concluziona ca solutia de alginat de sodiu respecta regula
Cox-Merz, unde vascozitatea (n, mPas®) este dependenti de viteza de forfecare (y, 1/s) (Roland,

2013).
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Figura 9B. Modulul elastic (G”) si modulul vascos (G’*) in teste de scanare ca unc‘gie de frecventa (Hz)
pentru proba de alginat de sodiu; C. Ansamblul si geometria placa-placa.

Proprietatile vascoelastice au fost si ele analizate, Figura 9B ofera detalii despre modulul
elastic si modulul vascos al solutiei de alginat de sodiu. Dupa cum se poate observa, modulul vascos
(G”) a prezentat valori net superioare modulului elastic (G*) pana la finalul intervalului vascoelastic
liniar (LVR), semn ca solutia polimericd prezinta un caracter vascos. Ambele module (G’ si G”)
sunt functie de frecventa (Hz), iar prin cresterea treptatd a celor doua, odatd cu frecventa, sunt
furnizate informatii despre structura gelului polimeric. Astfel, la frecvente mici (107! Hz) lanturile
de polimer au avut mai mult timp pentru relaxare si pentru a forma lanturi incurcate nsd odatd cu
cresterea frecventei catre 10 Hz lanturile de alginat se desfac in ancore aleatoare (Ma et al., 2014).

Dupa dozarea B-glucanilor si a alginatului de sodiu 1n vase, a fost addugata glicerina ca 25%
(g/g) in raport cu greutatea totald a substantelor solide din amestec. Dupa adaugarea de apa distilata
si acolo unde a fost cazul de ulei de soia ca surfactant, probele au fost supuse incalzirii la 80 °C
timp de 30 min sub agitare continud la 900 rpm pentru a forma o solutie omogena. Cu 15 minute
inainte de finalizarea procesului de agitare, pentru inglobarea in solutia formatoare de film si pentru
o0 usoara sterilizare, sucul a fost adaugat in paharele Erlenmeyer.

Amestecurile obtinute au fost turnate in placi Petri din plastic cu diametru de 8.6 cm. Cate
30 mL din fiecare solutie formatoare de film au fost dispersate pe placile Petri iar mai apoi au fost
supuse uscdrii la 40 °C 1n etuva cu ventilatie timp de 48 h. Filmele uscate au fost depozitate la
temperatura camerei (24 °C) si o umiditate relativa a aerului de ~31% RH pana la analiza acestora.
Din solutia preparata s-au putut realiza cate patru pelicule din care s-a procedat la analiza lor.

In capitolul V este prezentat studiul filmelor bioactive prin dezvoltarea a 15 filme care au
variat prin continutul de B-glucan (de 0.5, 1 si respectiv 1.5 g), prin cantitatea de alginat de sodiu

31 Pascal x secundi (Pas) = 10 Poise
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(de 0.2, 0.4 si 0.6 g) si prin continutul de suc de rodie cuprins intre 10 si 30 mL. Rezultatele
experimental-obtinute precum si matricea de proiectare a filmelor din B-glucan, alginat de sodiu si
suc de rodie sunt reprezentate in Tabelul 5. Rezultatele experimentale au aratat cd grosimea si
densitatea filmelor din -glucan sunt dependente de factori precum cantitatea de B-glucan si alginat
de sodiu in timp ce volumul de suc de rodie introdus are un impact ridicat asupra stratului. Cea mai
mare grosime se regaseste la proba 1-0.6-30 cu 147.30 um, avand un continut de 1 g B-glucan, 0.6
alginat de sodiu si 30 mL suc de rodie. Pe de alta parte, cea mai mica valoare a grosimii se intalneste
la filmul 0.5-0.4-10 cu 64.40 um, avand 0.5 g B-glucan, 0.4 alginat de sodiu si 10 mL suc de rodie.
Viteza de transport a vaporilor de apa prin filme (WVTR) este cuprinsa intre 22.3472 gxh-
Ixm? si 32.1869 gxh'xm2 Astfel, din ecuatia modelului pentru WVTR (28.17-
1.02X,+1.07X2+3.1X3-0.2371X1X2-0.2039X1X3-0.1092X>X5+0.8638X1°-0.64X,>-1.2X3% R? =
0.9824; p <0,05; valoarea lui F = 30.92) observam cd cea mai insemnata crestere a vitezei de
transmitere a vaporilor de apd prin filme se produce datoritd unui nivel crescut de suc de rodie
(3.1X3) si este urmata de continutul de alginat de sodiu. In schimb, valorile WVTR variaza invers
proportional cu cantitatea de B-glucani (-1.02X). Rezultatele asupra permeabilitatii la vaporii de
api (WVP) au indicat ci cea mai mare valoare de 1.8657 gxmmxkPa'xh"!xm™ este intalnitd la
filmele cu 1 g B-glucan, 0.6 g alginat de sodiu, 30 mL suc de rodie si o grosime de 147.3 um, iar
cea mai scizutd valoare a fluxului de vapori de api prin film de 0.6780 gxmmxkPa'xh'xm™ a
fost gésita la proba cu 10 mL suc de rodie, 0.4 g alginat de sodiu si 0.5 g B-glucan. Figura 10
prezinta suprafetele de raspuns a influentei compozitiei asupra parametrilor WVTR si WVP.

WP

X2 Alginat

A B C
Figura 10 Suprafetele 3-D ale variabilelor independente asupra WVTR si WVP. A. Efectul alginatului
de sodiu si sucului de rodie asupra vitezei vaporilor de apa ce patrund prin film (WVTR); B. Efectul
alginatului de sodiu si B-glucanilor asupra WVTR; C. Efectul alginatului de sodiu si a sucului de rodie
asupra WVP.

Astfel, din ecuatia pentru WVP (WVP = 1.58+0.0924X,+0.1673X,+0.4238X3-
0.1566X1X2-0.1233X,X3-0.064X,X3-0.0637X,%-0.0799X,2-0.1538X5%; R? = 0.9950; p<0.05; F-
value = 109.58) se observa ca o crestere a valorilor este direct proportionald cu cantitatea de suc de
rodie, alginat de sodiu si intr-o mica masura cu B-glucanii adaugati (0.0924X;). Cand este de dorit
o valoare scazuta a fluxului de vapori de apa prin film, sucul de rodie si cantitatea de alginat de
sodiu trebuie reduse (Figura 10C).
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Pentru proiectarea compozitiei optime, fiecare raspuns a fost optimizat individual prin
utilizarea softului de incercare Design Expert. Un optim nu se poate regasi in punctul stationar in
care panta suprafetei de raspuns este redusa la zero in toate directiile. De aceea, spre exemplu este
de dorit ca transportul vaporilor de apa prin filme sa fie unul cit mai redus si astfel WVTR si WVP
vor trebui sd fie mici. Un film cu o grosime ridicata dar totodata transparent asa incat filmul sa
permitd patrunderea radiatiei vizibile in produsul ambalat este de asemenea de dorit. Mai mult
decat atat pentru a asigura o dispersie cat mai rapidd a produselor ambalate in lichide este
recomandat ca ambalajul dezvoltat sd prezinte o solubilitate crescuta. S-a luat in considerare si
densitatea filmului deoarece un film cu densitate crescuta inseamna si un film cu o structurd mult
mai compactd si poate fi atribuit unor proprietdti mai bune de bariera Impotriva apei. Culoarea
probelor nu a variat semnificativ pentru a putea fi luata in calculul functiei de optimizare si a fost
lasata in intervalul precizat. Valorile optime pentru fiecare raspuns in parte au fost constranse pe
intervale stabilite de minim sau maxim. Prin functia de optimizare a fiecdrui raspuns selectat si
adaptata dupd intervalele obtinute din datele experimentale, cel mai bun film cu caracteristicile
dorite mai sus si care sa aduca un aport suficient de -glucan si suc de rodie s-ar putea obtine prin
utilizarea de 0.98 g B-glucan, 0.6 g alginat de sodiu si 14.80 mL suc de rodie.

Validarea si confirmarea datelor prezise computational s-a procedat prin dezvoltarea unui
film avand in compozitie 1 g B-glucan, 0.6 g alginat de sodiu si 14 mL suc de rodie (denumit in
continuare proba 1-0.6-14). Cantitatea de glicerind introdusa in compozitia acestui film a fost de
0.83 g (25% din substanta uscatd). In acest sens s-au reluat toate analizele specifice (grosime,
densitate, WVTR, WVP, densitate, opacitate, solubilitate, umiditate, culoare, activitatea apei,
duritate) pentru a observa dacd au existat schimbari semnificative intre datele obtinute si cele
simulate cu ajutorul programului Design Expert.

In plus pentru proba optima, s-a realizat o evaluare a transmisiei luminii pe intreg domeniul
spectral ultraviolet-vizibil (200-800 nm) cu ajutorul spectrofotometrului UV-VIS-NIR Shimadzu
3600 (Tokyo, Japan), s-au efectuat teste microbiologice pentru identificarea posibililor agenti
patogeni utilizand placile Compact Dry si in final s-a realizat o analiza a microstructurii filmului
cu ajutorul microscopului cu scanare electronica SEM.

Rezultatele prezise si rezultatele experimental-determinate in urma analizelor de laborator
efectuate sunt evidentiate in tabelul urmator:

Tabelul 6. Caracteristicile probei optime in urma analizelor de laborator.

Valori prezise Valori determinate experimental
Compozitia probei 0.98 g B-glucan, 0.6 g alginat, 1 g p-glucan, 0.6 g alginat, 14 mL suc de
1480 mL suc de rodie rodie,0.83 g glicerind (compozitie proba
(compozitie prezisa a fi optimd)  realizatd experimental 1-0.6-14)
Grosime (um) 127.25 121.4
Densitate (gxcm™) 1.506 1.47
WVTR (gxh'xm?) 26.774 27.1224
WVP (gxmmxkPa'xh"'xm?) 1.437 1.390
Umiditatea (%) 12.76 14.59
Opacitate (%) 3.209 4.48
Solubilitate (minute) 3.39 4.53
L 32.62 36.45
a* 0.189 -0.05
b* 1.56 2.54
Aw nd 0.2287

28



10SUD — USV Suceava Ing. Ionut AVRAMIA

Dupa cum poate fi observat, rezultatele experimentale sunt strans legate de datele obtinute
din analiza de optimizare folosind functia de dezirabilitate. Proba optimd a fost validatd prin
efectuarea analizelor de laborator avand ca rezultate: WVTR de 27.1224 gxh*'xm™2, WVP de 1.390
gxmmxkPa'xh'xm2, grosime a filmului de 121.4 um, densitate de 1.47 gxcm™, opacitate de
4.48%, continut in umiditate de 14.59%, solubilizare In 4.53 minute si o valoare a culorii pentru
L*=36.45, a*=-0.05 si b*=2.54. De asemenea activitatea apei determinata la 25.06 °C a fost de
0.2287 si se incadreaza sub limita de dezvoltare microbiana.

Figura 11 expune transmisia luminii (linia cu rosu si indicata prin cifra 1) ce trece prin film,
iar cu cifra 2 absorbtia luminii pe domeniul 200-800 nm (linia cu negru). Se poate observa clar ca
transmisia prin proba pe domeniul 200-400 nm este 0, semn ca radiatia ultraviolet este blocata de
filmul ce are in compozitie B-glucan, alginat de sodiu si suc de rodie. Pe masura ce lungimea de
unda creste (400-800 nm) transmisia luminii in domeniul vizibil devine exponentiala.
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Figura 11. Spectrul de absorbtie si transmisie al probei optime pe domeniul 200-800 nm.

Calitatea microbiologica a filmelor prin testarea cu ajutorul filmelor cromogenice Compact
Dry (Figura 12) a evidentiat cd niciun microorganism supus screening-ului precum bacteriile
coliforme, bacteriile acrobe mezofile, S. aureus, E. coli, Salmonella ori enterococi nu s-au dezvoltat
pe mediile de cultura selective. De altfel, rezultatele sunt sustinute si de cercetarile din literatura
de specialitate asupra B-glucanilor din drojdie care sunt recunoscuti a exercita activitate puternic
antibacteriand impotriva a doua bacterii Gram-pozitive (B. cereus si S. aureus) si asupra a trei tipuri
de bacterii Gram-negative (E.coli, Salmonella, P.vulgaris) (Khan et al., 2016). Activitate
antibacteriand o exercita si sucul de rodie asupra unui spectru larg de bacterii si se considera ca
prezinta un efect inhibitor mai puternic decat tetraciclina impotriva Pseudomonas aeruginosa (Wu
et al., 2022).

Imagistica SEM a fost utilizatd pentru a observa microstructura filmului optim din B-glucan,
alginat de sodiu si suc de rodie. Pentru aceasta, filmul obtinut (Figura 13A) a fost expus unei
tensiuni de accelerare de 30 kV pe doud unghiuri diferite si anume: s-a realizat o scanare pe
suprafata pland a filmului (Figura 13B) pentru a identifica daca existd eventuale perforatii sau
micropori 1n structura acestuia si o scanare in sectiune transversala (Figura 13C) pentru
identificarea eventualelor microfisuri.
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Figura 12. Mediile de cultura selective uscate pe care s-au efectuat analizele microbiologice:
Nu exista colonii vizibil-dezvoltate in proba optima.

Dupa cum se poate observa din Figura 13B, pe suprafata plana a filmului micrografiile
SEM nu au reliefat puncte de perforatie, micropori ori microfisuri prin care sd aiba loc un schimb
de vapori de apa sau gaze mai pronuntat. Atat vizibil cat si la nivel microscopic (Figura 13A-C) se
poate observa o distributie uniformd in structura filmului, fard existenta de conglomerate.
Rezultatele confirma ca o grosime de aproximativ 120 pm ofera o uniformitate a filmului, iar prin
absenta porilor face ca membrana sa fie eficienta ca barierd impotriva vaporilor de apa.

SEN HY 3000k WD 46,8810 VEGAN TESC Y 000N £ LI vecanTEsCAN
[SEM MAG: 1,50 k. Del: SE

Figura 13. Micrografiile SEM si imaginea filmului cu 1 g f-glucan, 0.6 g alginat de sodiu si 14 mL suc
de rodie: A Filmul optim obtinut (1-0.6-14); B Scanare perpendiculara pe suprafata filmului (pland)
pentru identificarea perforatiilor si microporilor (1.5 kx); C Scanare in sectiune transversala a filmului
pentru identificarea microfisurilor (1 kx).
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Pe de altd parte in timp ce suprafata pland a filmului prezintd o structurd continua,
micrografiile SEM 1n sectiune transversala (Figura 13C) prezintd straturi longitudinale asociate
uscdrii precum si unele discontinuitati care sunt cel mai probabil asociate tdierii filmului. Micile
fisuri paralele, longitudinale, indicate prin sagetile galbene se pot initia, raspandi si duc la ruperea
filmului in absenta unui plastifiant. De aceea se recomanda utilizarea a 0.83 g glicerind in filmul
optim.

Datorita caracterului hidrofil al alginatului de sodiu, filmele dezvoltate pot fi usor lipite prin
umectarea cu apa a marginilor. In functie de rezultatele obtinute experimental, filmul cu un continut
cunoscut de B-glucan, alginat de sodiu si suc de rodie a fost utilizat ca ambalaj pentru produse
medicamentoase de naturd pulverulentd pentru solutie orald. Produsul pulverulent a fost pozitionat
in centrul filmului iar mai apoi filmul a fost sigilat fara ca pulberea sa intre in contact cu marginile
umectate. Flexibilitatea ridicata a filmului permite obtinerea de ambalaje sub diferite forme. Astfel,
Figura 14A, B si C prezintd o forma patrata, circulard ori hexagonala realizate prin suprapunerea a
doua filme in interiorul careia este prezenta pulberea, in timp ce in Figura 14D prezinta un ambalaj
dezvoltat prin indoirea unui singur film si tdierea acestuia sub forma triunghiulara. Filmul din
Figura 14E este model al unui ambalaj bicomponent prin care s-au impachetat 2 tipuri de produse
de natura pulverulentd, iar Figura 14F prezinta ambalajul optim in care s-a introdus vitamina C prin
suprapunerea a doua filme si sudarea acestora cu ajutorul apei.

Figura 14. Diverse forme de ambalare a suplimentelor alimentare/ medicamente pulverulente in filmele
cu B-glucan, alginat de sodiu si suc de rodie pentru solutie orala: A Forma patratd; B Circulara;
C Hexagonala; D Triunghiulara; E Ambalaj bicomponent; F Filmul optim avand ambalat acidul
ascorbic (vitamina C).

Figura 15 prezinta dinamica de dizolvare a ambalajului 14F ce contine acid ascorbic ca
produs farmaceutic pulverulent.
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Figura 15. Diamica de dizolvare a ambalajului F dezvoltat ce contine acid ascorbic ca produs farmaceutic
pulverulent.

Capitolul VI, Studiu privind dezvoltarea filmelor bioactive cu dizolvare rapida pe baza de
p-glucan si suc de afine a avut in vedere reducerea timpului de dizolvare ceea ce ar permite
eliberarea mai rapida a compusilor bioactivi si o dispersare cat mai omogend a compusilor
ambalati. Afinele (Vaccinium myrtillus L.) sunt una dintre cele mai cunoscute si importante fructe
utilizate in controlul diabetului datorita efectului hipoglicemiant al flavonoidelor regasite in
compozitie. Efectul antidiabetic al afinelor este unul extrem de complex si este descris pe larg de
catre Chehri et al., (2022) Intr-un studiu ce vizeaza proprietatile farmacologice ale compusilor din
afine. Nu mai putin de 58 compusi fenolici au fost identificati prin tehnici precum UPLC-MS si
HPLC-DAD, in suc regasindu-se un total de 440 mg antociani si 65 mg flavonoli/100 mL
(Laaksonen et al., 2010). Printre compusii fitochimici cu efect hipoglicemic putem enumera: acidul
clorogenic, derivati ai acidului cafeolchinic si quercitind de tip glicozidd (Chehri et al., 2022;
Huang et al., 2018).

Scaderea timpului de dizolvare de la 180 secunde la 60 s a fost stabilit de catre Farmacopeea
Europeana pentru standardele de dizolvare rapida a unui film (Dahmash et al., 2021). Din analiza
studiilor de specialitate reiese ca adaosul unui surfactant precum: lauril sulfat de sodiu, polisorbati,
clorura de benzalconiu, ulei de soia, etc. prezintd o importanta deosebita ca solubilizant sau agent
de umectare si dispersie asa incat filmul sa se dizolve in cateva secunde (Arya et al., 2010; Xu et
al., 2011).

Tabelul 7. Compozitia propusa pentru solutia formatoare de film din -glucan si suc de afine.

Glicerind, Ulei de Apa

Substanta 25% (g/g) soia, 2% distilata,
Proba B- Alginat  Suc uscatd suc de Continut total din (g/g) din pand la
glucan de sodiu afine afine solide totalul totalul volum
(BG), (AS), (SA), (determinata), (BG+AS+SA), solidelor, solidelor, de.
g g g g g g % mL
1 1 0.8 10 1.15 2.95 0.7375 0 150
2 1 0.8 10 1.15 2.95 0.7375 2 150
3 1 0.8 20 2.3 4.10 1.0250 0 150
4 1 0.8 20 2.3 4.10 1.0250 2 150
5 1.5 0.8 10 1.15 3.45 0.8625 0 150
6 1.5 0.8 20 2.3 4.60 1.1500 0 150
7 1.5 0.8 20 2.3 4.60 1.1500 2 150
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Din datele prezentate in Tabelul 7 poate fi observat ca in toate cele sapte probe a fost
introdusa o cantitate egald de alginat de sodiu care in raport cu volumul total prezinta o concentratie
de 0.53 % (g/v). Aceasta se Incadreaza in limitele 0.125-1.5% si prezintd un comportament
pseudoplastic de curgere. Plastifiantul cu cea mai buna compatibilitate (glicerina) fatd de B-glucan
si cel mai popular pentru filmele pe baza de antociani (Neves et al., 2022; Novak et al., 2012) a
fost adaugat in toate probele in timp ce uleiul de soia a fost inclus in trei dintre probe, ca 2% (g/g)
din totalul substantelor solide (B-glucan, alginat de sodiu, suc de afine).

Grosimea filmelor exprimata In pm este o caracteristica importantd pentru materialele de
ambalare. Diferitele grosimi sunt esentiale pentru alte proprietati, cum ar fi bariera la vaporii de
apa, transparenta sau atributele de culoare (Alizadeh-Sani et al., 2021; Lim et al., 2021). Grosimea
filmului de B-glucan/suc de afine variaza intre 66.43 si 119.7 um (Tabelul 9) si a fost semnificativa
(»<0.001) 1n functie de continutul total de solide din solutia formatoare de film. Acest
comportament este in concordantd cu observatiile lui Arham et al., (2016) care au observat o
dependenta intre grosimea filmului si compozitia initiald (Arham et al., 2016). Rezultate similare
au fost obtinute de Peltzer et al., (2018) si Zhao et al., (2022) unde, grosimi pana la valori de 200
pm au contribuit la stabilitatea si uniformitatea filmului facandu-l potrivit pentru aplicatii de
ambalare (M. A. Peltzer et al., 2018; Zhao et al., 2022).

WVTR a filmelor din B-glucan si suc de afine prezinta in general valori scazute, cuprinse
intre 3.2562 si 7.1111 gxh'xm™. S-a observat ci tendinta de crestere a WVTR a fost determinati
de cresterea continutului total de substante introduse in solutia formatoare de film. Mai mult,
studiile Intreprinse de Rahmawati et al., (2020) au indicat ca o influentd puternicad asupra vitezei
de absorbtie a apei o are cantitatea de plastifiant. Datoritd naturii hidrofile a glicerinei ce poseda
trei grupe hidroxil, Tn Tabelul 8 a fost investigat influenta plastifiantului asupra vaporilor de apa ce
patrund prin film.

Tabelul 8. Efectul glicerinei asupra WVTR

Cantitate de
Probi glicerini, g WVTR, (gxh!xm?)
S1,S2 0.7375 3.7048 (0.19)°
S5 0.8625 6.8927 (0.68)*
S3, S4 1.025 4.5887 (1.5)°
S6, S7 1.15 6.5073 (0.84)*

F-value 12.14***

*** Statistic semnificativ la p<0.001. @ Litere diferite In aceeasi coloana indica diferente semnificative.

Intr-adevir, WVTR prezinti o tendinta de crestere cu continutul in glicerini. Valoarea maxima de
7.1111 gxh'xm™? (Tabelul 7) prezintd si cel mai ridicat continut de 1.15 g glicerind in solutia
formatoare de film. Proba 7 cu acelasi continut de glicerina prezinta o valoare scazutd a WVTR-
ului de 5.9036 gxh'xm™. Datoriti uleiului de soia, recunoscut pentru natura hidrofobici, WVTR-
ul a prezentat o valoare scizuti. In lipsa acestuia, interactiunile intermoleculare sunt diminuate,
mobilitatea moleculelor favorizeazd migrarea vaporilor de apd prin membrane si astfel valorile
vitezei pentru WVTR cresc asa cum este cazul Probei 6 (7.1111 gxh'xm™).
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Comparativ cu alte filme realizate pe baza de suc de afine, care prezinta valori cuprinse intre
52.91-61.87 gxh'xm™ in functie de concentratia de afine (Dordevic et al., 2021), valoarea WVTR
a probelor a prezentat un minim de 3.2562 gxh'xm. Adiugarea de p-glucan sau pululan in filme
a aratat de asemenea proprietati imbunatatite de bariera impotriva apei (Chang et al., 2019b).
Valorile obtinute sunt de 32 de ori mai mari decat valorile unui film din polietilend de joasa
densitate (LDPE) care prezinti o valoare de doar 0.1012 gxh™'xm™, determinati de citre Reesha
etal., (2015). Chiar si asa, pentru un film bioactiv cu potentiale aplicatii pentru produse de ambalare
a prezentat cele mai bune proprietati de bariera.

Unul dintre cel mai important aspect in dezvoltarea unui film cu dizolvare rapida este
reprezentat de timpul de dizolvare care nu trebuie sa depaseasca un minut (Cilurzo et al., 2008).
Diferente semnificative intre probe (p<0.001) au fost observate in Tabelul 10 cu o variatie mai
mare intre mediile esantionului n raport cu variatia din cadrul acestora (o valoare a lui F de 674.08).
Valorile timpilor de dizolvare variaza intre 22.33 si 105.66 secunde. Acest lucru se datoreaza
compozitiei solutiei formatoare de film. In timp ce uleiul de soia se comporti ca un bun surfactant
(Xu et al., 2011), Rodriguez et al., (2006) au investigat efectul combinat al plastifiantilor si
surfactantilor asupra proprietatilor fizico-chimice ale filmelor. Autorii au concluzionat ca agentii
tensioactivi au Tmbunatatit proprietdtile de umectare al solutiilor formatoare de film prin scaderea
tensiunii superficiale, iar in combinatie cu glicerina se permite o mobilitate moleculara mai mare
(Rodriguez et al., 2006). Influenta compozitiei solutiei filmogenice si a adaosului de surfactant
asupra timpului de dizolvare este prezentata in Tabelul 10.

Tabelul 10. Influenta B-glucanului, a uleiului de soia si a sucului de afine asupra timpului de dizolvare al

filmelor.
Parametri Compozitia
fizico-chimici
B-glucan
lg 15¢g F-value
Timp de dizolvare
(s) 49.83 (28.14)* 63.77 (32.13)* 1.12"
Ulei de soia
0% 2% F-value
Timp de dizolvare
(s) 67.91 (33.68)° 39.66 (13.16)* 5.62*
Suc de afine
10g 20 g F-value

Timp de dizolvare
(s) 31.44 (7.01)° 74.08 (27.35)*  20.06%**

ns— nesemnificativ; * p< 0.05; ** p< 0.001; *® litere diferite pe aceleasi randuri indicd diferente semnificative.

Din tabel se poate observa ca incorporarea de B-glucan intre 1 si 1.5 g in filme nu are o
influentd semnificativa asupra timpului de dizolvare (p>0,05; p=0.3). Pe de alta parte, analiza
datelor a aratat ca uleiul de soia si continutul de suc de afine au o influenta semnificativa asupra
timpului de dizolvare a filmelor (p<0.05 si respectiv p<0.001). Valoarea F obtinutd de 20.06,
semnificativa la 0.1%, indica faptul ca existd o influentda semnificativa a sucului de afine asupra
timpului de dizolvare. Un continut mai mare de suc de afine a avut un efect negativ in ceea ce
priveste timpul de dizolvare al filmelor cu o medie de 74.08 s la 20 g fatd de 31.44 s 1a 10 g de suc
de afine adaugat. in acelasi timp, addugarea a 2% ulei de soia in solutia formatoare de film a aratat
o scadere semnificativa (nivel de semnificatie de 5%) a timpului de dizolvare. Se poate concluziona
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ca, adaosul de surfactant influenteaza pozitiv timpul de dizolvare si actioneaza ca agent de
solubilizare.

In timp ce analiza statistica a testelor de activitate a apei a aritat diferente semnificative
intre probe (p<0.001), datele indica valori restranse cuprinse intre 0.3562 si 0.3915, rezultate care
se situeaza sub valorile critice la care poate aparea deteriorarea microbiologica. Majumdar et al.,
(2018) au rezumat Intr-o analiza faptul ca este necesara o valoare minima a activitatii apei de 0.6
pentru a initia cresterea microorganismelor (Majumdar et al., 2018). Datele sunt de asemenea in
concondanta cu cercetdrile lui Beuchat., (1983) care afirma ca sub 0.61 awnu poate exista o crestere
microbiand, intre 0.61 si 0.85 incep sd se deterioreze alimentele cu formarea de drojdii si
mucegaiuri, iar peste 0.85 se dezvolta bacteriile (Beuchat, 1983).

Continutul de umiditate, un alt parametru important in aplicatiile de ambalare, a variat intre
10.19 si 14.39%. Umiditatea filmelor este strans legatd de cantitatea totala a moleculelor de apa
din microstructura retelei filmelor (Kanmani & Rhim, 2014). Abdalrazeq et al., (2019) au afirmat
ca un continut de umiditate ridicat limiteaza considerabil utilizarea peliculelor pentru materialele
de ambalare si au gasit cea mai mare valoare a umiditatii de 33.27% in probele de film care contin
50% glicerina (Abdalrazeq et al., 2019).

In capitolul VII al cercetirilor privind dezvoltarea de filme bioactive s-a procedat la
dezvoltarea de filme pe baza de B-glucan si suc de merisoare. Merisoarele (Vaccinium vitis-idaea
L.) sunt in mod traditional utilizate pentru tratamentul infectiilor urinare, pentru tulburarile gastro-
intestinale ori in bolile neurodegenerative. Proprietatile antimicrobiene, antioxidante si efectele
antiinflamatoare sunt exercitate in special de cei aproximativ 59 compusi identificati de catre
Vilkickyte et al., (2022) intr-un studiu care au stabilit rolul important al quercitinei, catechinelor si
flavonolilor din compozitia merisoarelor. Consumul de merisoare asupra metabolismului glucozei
a prezentat In doud studii diferite care au concluzionat cd un raspuns glicemic scazut este obtinut
datorita utilizérii sucului de merisoare cu aport scazut caloric comparativ cu alte sucuri (Rocha et
al., 2019). Tot acel studiu a mai scos in evidentd ca un consum de 240 mL merisoare zilnic, pentru
o perioada de 12 saptamani este benefic in controlul diabetului de tip II. Functiile vasculare pot fi
vizibil imbunatatite dupa o lund de consum datoritd continutului ridicat n polifenoli (in special
proantocianidine de tip A, antociani, flavonoli si acizi fenolici) (Heiss et al., 2022).

Proiectarea amestecului pentru examinarea proprietatilor filmelor s-a realizat conform
Tabelului 11 mentinand cantitatea de f-glucan intre 1 si 1.5 g, alginatul de sodiu a fost adaugat
cate 1 g in fiecare solutie formatoare de film, iar sucul de merisoare a fost calculat astfel incat
cantitatea totald a substantelor solide sa reprezinte 5 g in solutia formatoare de film (avand
determinatd substanta uscata de 6.85% g/g).

Tabelul 11. Compozitia propusa pentru solutia formatoare de film din -glucan si suc de merisoare.

Glicerina, Ulei de Apa

Alginat Substanta 25% (g/g) soia, 2% distilata,
Proba B- de Suc uscata suc de Continut total din (g/g) din pana la
glucan sodiu merisoare afine solide totalul totalul volum
(BG), (AS), (SM), (determinata), (BG+AS+SA), solidelor, solidelor, de,
g g g g g g g mL
1 1 1 43.79 3 5 1.25 0 150
2 1 1 43.79 3 5 1.25 0.1 150
3 1.5 1 36.49 2.5 5 1.25 0 150
4 1.5 1 36.49 2.5 5 1.25 0.1 150
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Raportul in glicerind a fost mentinut la 25% ca si in cazul celorlalte probe dezvoltate, iar
uleiul de soia a fost adaugat pentru studiu comparativ. Rezultatele masuratorii grosimii in zece
puncte pentru cele patru probe de film din B-glucan si suc de merisoare sunt prezentate in Tabelul
12.

Tabelul 12. Masuriatorile efectuate pentru determinarea grosimii filmelor.

Proba Nr. masuratori Media
(um)

(n=10)

1 88 86 98 96 100 80 84 94 92 80 89.8

2 108 116 110 100 118 108 114 120 112 106 111.2

3 90 88 92 94 96 80 84 82 88 82 87.6

4 100 126 102 98 126 124 108 110 110 124 112.8

Se observa ca probele 2 si 4 prezintd o grosime mai ridicatd cu o medie de 112 pm
comparativ cu probele 1 si 3 cu o medie 88.8 pm (n=20). Acest lucru este independent de cantitatea
totala de solide si este influentat de adaosul de ulei de soia. Si 1n acest caz, dupd uscare, valorile
sub 200 um obtinute fac din filme produsi potriviti pentru aplicatii de ambalare.

e

Figurzi 16. Probele de film din B-glucan/suc de merisoare dezvoltate.

WVTR, viteza de transmitere a vaporilor de apa prin filme a prezentat valori cuprinse intre
7.6918 si 9.5588 gxh!xm™ de-a lungul celor 72 de ore de misurare a greutitii cutiilor Petri cu
clorura de calciu ca desicant. Greutdtile probelor analizate la fiecare 8 ore si coeficientii de
determinare sunt prezentate in Tabelul 13.
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Tabelul 13. Masa probelor de-a lungul celor 72 ore.
Greutate proba, g

Ora/Proba 1 2 3 4

0 16.9213 17.3339 15.2812 15.3655
8 17.0731 17.4596 15.4324 15.5130
16 17.2462 17.5954 15.5939 15.6575
24 17.4225 17.7378 15.7523 15.8040
32 17.6001 17.8790 15.9275 15.9494
40 17.7692 18.0179 16.1030 16.0971
48 17.9514 18.1577 16.2774 16.2326
56 18.1258 18.2934 16.4519 16.3880
64 18.3144 18.4605 16.6821 16.5371
72 18.4659 18.6016 16.8566 16.6788

Diferenta de

greutate, g 1.5446 1.2677 1.5754 1.3133

Coeficient de

determinare (R?) 0.9997 0.9995 0.9978 0.9999

Se observi cid valoarea lui R? este peste 0.9978 ceea ce indica precizia si corectitudinea
masuratorilor efectuate. Mai jos, In Tabelul 14 prin raportare la suprafata de difuzie a vaporilor de
api de 0.002289 m? s-au calculat valorile WVTR.

Tabelul 14. Determinarea WVTR a filmelor din B-glucan/suc de merigoare.

Proba
1 2 3 4
Panta (greutate/timp),
gxh! 0.021453 0.017607 0.021881 0.01824
Suprafata de difuzie, m? 0.002289 0.002289 0.002289 0.002289
WVTR, gxh!xm™ 9.3719 7.6918 9.5588 7.9685

Rezultatele permeabilitdtii la vaporii de apd exprimate in Tabelul 15 indica valori cuprinse
intre 0.3523 si 0.3782 gxmmXkPa'xh'xm2. Aceste valori sunt mai ridicate decat in cazul
filmelor realizate din B-glucan si suc de afine insd prin comparatie cu literatura de specialitate,
Severo et al., (2021) dupa dezvoltarea de filme pe baza de extract de merisoare si chitosan, pentru
proprietitile antibacteriene au obtinut valori ale WVP intre 3.71 si 4 (X 102 mol m/m?sPa). Stiind
ca 1 mol de apa cantdreste 18.01 g putem deduce ca valorile gasite pentru WVP de cétre autori au
fost cuprinse intre 0.2405 si 0.2593 gxmmxkPa! xh"!xm™, apropiate de valorile noastre.

In urma testelor de dizolvare a filmelor in apa distilata s-a observat ci dupa un timp de 10
minute de agitare, probele de film nu s-au dizolvat complet. Acest lucru a fost cel mai probabil
determinat de continutul prea ridicat al solidelor in solutia formatoare de film. Pentru dezvoltarea
de ambalaje, aceste filme pot oferi o dizolvare a produsului ambalat prin dispersare in solutia orala
insa vor ramane particule de filme in dispersie.
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Tabelul 15. Valorile WVP pentru filmele realizate.

Proba
1 2 3 4
WVTR, gxh!xm™ 9.3719 7.6918 9.5588 7.9685
Grosimea filmului, mm 0.0898 0.1112 0.0876 0.1128
Ap, kPa 2.3765 2.3765 2.3765 2.3765
WVP, gxmmxkPa'xh!xm? 0.3541 0.3599 0.3523 0.3782

O scddere a cantitatii de suc de merisoare de la 43 g suc de merisoare la 20 g va avea ca
efect si scaderea timpului de solubilizare al filmelor. Este posibil si ca gelifiantul (alginatul de
sodiu) care a fost adaugat in cantitate de 1 g sa fi avut o influenta asupra legaturilor intermoleculare
noi create astfel incat filmul sa nu se poatad dizolva complet.

Figura 17. Imagini ale solutiei cu particule in suspensie de B-glucan/suc de merisoare dupa testele de
dizolvare.

Proprietatile optice ale filmelor obtinute din B-glucan si suc de merisoare sunt prezentate in
Figura 18. Se poate observa, de asemenea si aici cum pe domeniul ultraviolet (200-400 nm) filmul
dezvoltat va conferi protectie Impotriva radiatiilor UV (transmisia radiatiilor tinde catre zero).
Interesant este si trebuie mentionat, datorita coloratiei intens rosii datad de pigmentii antocianici
precum cianidinele si peonidinele din merisoare, in regiunea 500-600 nm se poate observa un peak
descendent 1n transmisia radiatiei pe domeniul vizibil (sdgeata marcata cu 1). Acest lucru ne indica
faptul ca filmele dezvoltate din B-glucan/suc de merisoare absorb intr-o oarecare masura radiatia
verde a spectrului vizibil.

In concluzie, filmele dezvoltate din B-glucan si suc de merisoare oferd potential de ambalare
al produselor pulverulente prin valori potrivite ale grosimii sub 200 um si ale WVTR péana la 9.5588
g X h!'xm?2. Datoritd caracterului bioactiv al filmelor dezvoltate, acestea sunt adecvate in
tratamentul si preventia bolilor cronice. Dizolvarea filmelor nu a fost una satisfacdtoare pentru un
film cu dizolvare rapida insa produsele ambalate se pot dispersa prin dezintegrarea filmului in apa.
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Figura 18. Spectrul de absorbtie si transmisie prin proba de film 2 in domeniul 200-700 nm.

Capitolul VIII prezinta concluziile generale ale aceste teze si directiile de cercetare care
pot fi abordate. Sustinerea unei economii circulare prin valorificarea subproduselor si reducerea la
minimum a deseurilor reprezintd o strategie durabild in protejarea mediului Inconjurator. Prezenta
teza de doctorat a urmadrit intr-o prima etapa ca in urma studiilor din literatura de specialitate si prin
cercetdrile experimentale de laborator s se valorifice drojdia de bere reziduald cu obtinerea de [3-
glucani. Sursa de extractie a B-glucanilor a fost drojdia de bere reziduala care de-a lungul proceselor
fermentative de obtinere a berii a ITnmagazinat ca substantd de rezerva glucoza sub forma de
a B-glucanilor s-a luat in calcul utilizarea celor mai fiabile metode de extractie si combinarea
acestora cu doud tipuri de lizd celulara. O purificare initiala a drojdiei reziduale este necesara pentru
anu influenta procesele extractive si pentru a conferi produsului un grad alimentar. Fiecare metoda
de extractie prezintd avantajele ei insd trebuie tinut cont de domeniul de utilizare a produsului finit,
B-glucanii obtinuti prin fragmentarea cu bile de sticlda nu mai pastreazd forma nativa sferica a
celulei.

Rezultatele cercetdrilor experimentale de extractie si optimizare a parametrilor in vederea
obtinerii de B-glucani au stabilit un optim al concentratiei celulare de 5% pentru drojdia lizata cu
ajutorul bilelor de sticld cu un raport de drojdie/bile de sticla 1:2 si un numar de cicluri de vortexare
de 3 a cate 10 minute fiecare; un optim al concentratiei celulare de 15% la 55 °C timp de 24 ore
pentru autoliza indusa a suspensiei de drojdie. Studiul comparativ privind metodele de extractie au
indicat ca cel mai ridicat randament al extractiei de 11.96% al compusilor glucanici este intalnit la
extractia alcalind a celulelor de drojdie autolizate cu NaOH 1 N. Cu toate acestea, spectroscopia
FT-IR a indicat doua benzi caracteristice pentru a-glucani, ceea ce demonstreaza o purificare
insuficienta (puritatea B-glucanilor a fost de 55.39 %). Utilizarea unui tratament cu acid dupa
extractia alcalind Tmbunatateste puritatea pana la 79.55 % pentru celulele autolizate. Un amestec
de 1.5 N NaOH si 1 N HCI s-a dovedit a fi optim pentru o puritate ridicatd, chiar daca randamentul
de extractie a scazut la 7.79 %. Toate probele au fost purificate prin spalari succesive cu apa
distilata, centrifugare si dializd (cu membrane de limitare a greutatii moleculare la 12 kDa) timp de
48 ore cu schimbarea regulatd a apei. Micrografiile SEM au demonstrat ca forma structurilor
stratificate si a suprafetelor poroase a fost comparabild cu morfologia B-glucanului obtinut prin
metode similare din drojdia de bere uzata.
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Teza nu s-a limitat doar la valorificarea unui subprodus ci a continuat sd ofere o directie
clard de utilizare a compusilor glucanici obtinuti. In acest sens, cunoscandu-se proprietitile
bioactive de stimulare a imunitdtii, descrise pe larg in partea introductiva, s-a procedat la
dezvoltarea de filme bioactive cu principal rol de adjuvant in bolile metabolice cum este si cazul
diabetului. Diverse sucuri naturale precum cel de rodie, afine ori merisoare, recunoscute pentru
efectele antidiabetice au fost alese in compozitia solutiilor formatoare de film.

Pentru filmele realizate din B-glucan/suc de rodie, in urma unui proces de optimizare s-a
demonstrat cd cea mai bund compozitie in raport cu raspunsurile, este: 1 g B-glucan, 0.6 g alginat
de sodiu, 14 mL suc de rodie, 0.83 g glicerina si apa distilata pana la 150 mL. Un minim al vitezei
de transport al vaporilor de apad prin film (WVTR) de 27.1224 gxh'xm™, al permeabilititii
vaporilor de apd (WVP) de 1.390 gxmmxkPa!xh"'xm, o grosime de 121.4 pm, o activitate a apei
de 0.2287, un timp de solubilizare de 4.53 minute si o umiditate de 14.59% au fost obtinute dupa
analiza filmului optim. Transmisia radiatiei ultraviolete in domeniul 200-400 nm prin filmele
realizate din 1 g B-glucan, 0.6 g alginat de sodiu si 14 mL suc de rodie a fost zero asadar filmul
devine eficient si pentru ambalarea suplimentelor care sunt sensibile in prezenta radiatiilor UV si
necesita protectie.

Pentru filmele realizate din B-glucan/suc de afine s-a reusit dezvoltarea unui film cu dizolvare
rapidd sub un minut cu utilizarea unui surfactant (ulei de soia) care a redus la jumatate timpul de
solubilizare. Filmul cu cele mai bune proprietati de dizolvare, tinand cont de un continut crescut
de 20 g de suc de afine si 1.5 g de B-glucan a fost reprezentat de proba care se dizolvad in 50.33
secunde. De asemenea, putem concluziona ca la toate probele proprietatile de bariera la vaporii de
apa sunt remarcabil scazute. Valorile WVTR ale probelor noastre au prezentat un minim de 3.2562
gxh'xm?.

Evaluarea microbiologica cu ajutorul mediilor de cultura specifice pentru fiecare agent
patogen, pe langa valorile activitdtii apei, au demonstrat siguranta in consum a acestor membrane.
Microscopia SEM pe suprafata pland a filmelor a reliefat o structurd continua, fara pori, microfisuri
ori puncte de perforatie prin care s se piarda produsele ambalate sub forma pulverulentd. Pe
sectiunea transversala a filmului s-au identificat straturi longitudinale asociate uscarii precum si
unele discontinuitati care sunt cel mai probabil asociate taierii, iar prezenta plastifiantului in
compozitia acestuia nu va permite initierea acestor microfisuri longitudinale. S-a adus de asemenea
o Tmbunadtatire la filmele existente la ora actuald ce sunt alcatuite numai din B-glucan si glicerina
si care dupa un an au devenit sensibile pe suprafata.

Pentru filmele din B-glucan/suc de merisoare, pentru un WVTR scazut, compozitia optima
este 1 g B-glucan, 1 g alginat de sodiu, 43.79 g suc de merisoare, 1.25 g glicerina, 0.1g ulei de soia
si apa distilata pana la 150 mL. S-a observat ca solubilizarea nu a fost una completa semn ca o
cantitate a substantei solide de 5 g in 150 mL apa distilata este prea mare incat sa permitd dizolvarea
totald a filmului insd, continutul bioactiv oferd potential de ambalare al produselor pulverulente.

Cercetarile de obtinere a B-glucanilor pot fi extinse si asupra altor tipuri de drojdii reziduale
precum drojdia din vinificatie; dezvoltarea de filme este una intr-o continud expansiune astfel incat,
atat timp cat exista o compatibilitate intre polimeri pot fi realizate noi filme biologic active.
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