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Dezvoltarea unor solutii de ambalare, biodegradabile, cu rol bioactiv, pentru
produsele alimentare

Introducere

Cercetarile privind solutiile noi de ambalare a alimentelor au evoluat in ultimii ani fiind studiate
numeroase materiale noi caracterizate de biodegradabilitate, durabilitate, capacitate de a extinde
termenul de valabilitate demonstrand ca acestea reprezintd o alternativa pentru ambalajele
conventionale. Numeroase rezultate promitatoare ale cercetarilor in domeniul ambalajelor
alimentare comestibile au fost publicate in ultima perioada (Daniloski si colab., 2021; Chakravartula
si colab., 2019; Ehsani si colab., 2020).

Din punct de vedere economic dar si al asigurarii sustenabilitatii in sectorul alimentar precum
si din nevoia de a limita pierderile de resurse materiale inregistrate in tehnologiile actuale,
cercetatorii considera ca inlocuirea ambalajelor conventionale cu cele biodegradabile, bazate pe
valorificarea fluxurilor secundare din industria alimentara, reprezinta o solutie de viitor.

Ambalarea are ca scop principal cresterea sigurantei alimentare prin mentinerea prospetimii si
a calitatii alimentelor. Rolul de protectie al ambalajului este in primul rand pasiv, el actionand ca o
bariera intre aliment si mediul inconjurator. Cu toate acestea, existd unele exceptii, cum ar fi
produsele proaspete, pentru care sunt utilizate materiale de ambalare foarte permeabile la gaze sau
chiar perforate, pentru a permite schimbul de gaze prin ambalaj (Yildirim si colab., 2018).

Filmele comestibile (EF) pot fi obtinute din proteine, polizaharide, lipide sau din combinarea
acestora. Filmele din proteine din zer sunt structuri independente, care se prezinta sub forma unor
folii subtiri, transparente si biodegradabile care au multiple avantaje si pot fi folosite ca ambalaj
aplicat direct pe suprafata sistemelor alimentare (Navarro, 2016). Acoperirile cu pelicule comestibile
(EC) sunt straturi subtiri, foarte fine, aplicate direct pe suprafata alimentului, care formeaza
impreuna cu alimentul un intreg unitar.

Pentru a tine pasul cu progresele tehnologice si nevoile consumatoilor, s-a dezvoltat concepul
de ambalare activa. Ambalarea activa se refera la functionalizarea structurala, biologica si mecanica
a materialelor de ambalare prin adaugarea unor compusi antimicrobieni, antioxidanti, a nanofibrelor
sau a uleiurilor volatile (Yildirim si colab., 2018).

Uleiurile esentiale (EO) precum uleiul esential de cimbru care este bogat in compusi fenolici
precum timolul si carvacrolul, are proprietati antioxidante si antimicrobiene remarcabile si poate
inlocui antioxidantii de sintezd (Fonseca, 2020). Cu toate acestea, volatilitatea ridicata,
oxidabilitatea si termosensibilitatea EO ar putea reduce biodisponibilitatea compusilor fenolici,
modificAnd in acelasi timp culoarea si aroma EF, transformandu-le in matrici alimentare
inacceptabile (Das si colab. 2019). Acestea necesita masuri de protectie si de stabilizare care pot fi
realizate prin procesul de incapsulare.

Incapsularea este definitd ca un proces de inglobare a unei substante solide, lichide sau
gazoase numita substanta Tncapsulata sau faza interna intr-o alta substantd, numita material
incapsulant sau faza externa, sub forma unor sisteme coloidale cu structura si dimensiuni diferite, in
domeniul micro sau nano-metrilor. Captarea compusilor bioactivi, cunoscutda sub numele de
tehnologie de incapsulare poate creste performanta ambalajului alimentar activ prin transportul
protejat al compusilor bioactivi (de exemplu, EO) si prin eliberarea controlata, pentru a obtine o
eficienta maxima in ceea ce priveste activitatea antimicrobiana sau antioxidanta (Reis si colab.,
2022, Fonseca si colab., 2020).

Proteinele din zer au capacitatea de a forma cu usurintd pelicule, sunt compatibile cu
produsele lactate, dar, cu toate acestea, proprietatile mecanice si de bariera sunt considerate slabe
in comparatie cu ambalajele conventionale, de aceea este necesara imbunatatirea structurii
acestora.

Acidul polilactic (PLA) este unul dintre cele mai promitatoare materiale din surse regenerabile,
deoarece are proprietati termoplastice, este biodegradabil, biocompatibil si are rezistenta ridicata si
procesabilitate buna. Fibrele electrofilate din PLA pot fi folosite ca strat suplimentar intr-un sistem de
ambalare multistrat.

Filmele biocompozite care contin proteine din zer si alte substante capabile sa formeze
polimeri, cum ar fi acidul polilactic (PLA), ar putea oferi o rezistentd mecanica mai mare si proprietati
de bariera mai bune in comparatie cu filmele mono-compozite. in plus, este bine cunoscut faptul ca
filmele mono-compozite pe baza de proteine din zer nu pot fi utilizate in aplicatiile de ambalare ca
ambalaje de sine statatoare din cauza fragilitatii lor si a premeabilitatii mari fata de apa.
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Dezvoltarea unor solutii de ambalare, biodegradabile, cu rol bioactiv, pentru
produsele alimentare

Teza de doctorat intitulatda “Dezvoltarea unor solutii de ambalare, biodegradabile, cu rol
bioactiv, pentru produsele alimentare” a vizat ob{inerea, functionalizarea biologica, imbunatatirea
stucturala si a proprietatilor mecanice precum si studiul morfologic, fizico-chimic si biologic al
filmelor si acoperirilor cu pelicule comestibile pe baza de proteine, bioactive, in vederea obtinerii
unor materiale de ambalare cu proprietati antimicrobiene, antioxidante, mecanice si de bariera
imbunatatite promovand concepte moderne precum protejarea mediului inconjurator si valorificarea
subproduselor din industria alimentara.

Cercetarea din timpul studiului doctoral a urmarit astfel urmatoarele obiective stiintifice:

e Obtinerea filmelor pe baza de concentrat proteic din zer functionalizate cu ulei esential de
cimbru (WF/TEQ) sub doua forme, incapsulat si neincapsulat. Uleiul esential de cimbru a
fost incapsulat prin metoda co-precipitarii, in diferite concentratji, cu scopul de a forma
complexe de incluziune, utilizand ciclodextrinele (CD) ca biomaterial de incapsulare.

e Obtinerea filmelor biocompozite (WF/G) prin aplicarea unui strat de fibre din PLA pentru
imbunatatirea proprietatilor stucturale si mecanice, pe o fata a filmelor din concentrat proteic
din zer cu TEO si caracterizarea filmelor obtinute.

e Studii privind aplicarea unor acoperiri cu pelicule comestibile bioactive pe baza de zer
aplicate pe suprafata dovelceilor, cu scopul prelugirii durate de pastrare a acestora

e Obtinerea unor pelicule comestibile din zeina, functionalizate cu EO pentru cresterea duratei
de pastrare a alunelor de padure;

e Obtinerea unui film compozit din zeina si proteine din zer destinat protejarii si aromatizatii
pudrei instant cu zer praf si cacao;

Teza de doctorat este structurata in doua parti:

. Studiu documentar structurat in trei capitole:
o Capitolul 1. ,Filme si acoperiri cu pelicule aplicate alimentelor: abordari moderne
privind ambalarea alimentelor” structurat in 7 subcapitole.

e Capitolul 2. ,incapsularea uleiului esential” structurat in 5 subcapitole

e Capitolul 3. ,Tehnici noi pentru obtinerea filmelor si materialelor biocompozite”
structurat in 5 subcapitole. Aceasta parte a tezei de doctorat prezinta cercetari recente
din domeniul obtinerii si utilizarii filmelor ca ambalaje in industria alimentara, tehnici
moderne de incapsulare a uleiurilor esentiale si modalitati prin care pot fi imbunatatite
proprietatile stucturale si de bariera ale filmelor.

Il. Studiu experimental prezinta rezultatele activitatilor de cercetare originale, realizate in
timpul stagiului doctoral si este structurat in 7 capitole, dupd cum urmeaza:

e Capitolul 4 ,,Screening-ul uleiurilor esentiale” are ca scop alegerea uleiurilor esentiale
bioactive prin determinarea activitatii antimicrobiene a uleiurilor esentiale.

e Capitolul 5. ,Obtinerea nanocomplexului de incluziune prin microincapsularea
uleiului esential de cimbru in B-ciclodextrina” vizeaza procesul de obtinere al
complexului de incluziune ulei esential de cimbru incapsulat in B-ciclodextrina prin
metoda de co-precipitare. S-au obtinut trei complexe de incluziune cu concentratii diferite
de ulei esential de cimbru ceea ce a permis sudiul gradului de retentie (R %) si eficienta
de incluziune (El %) a uleiurilor esentiale, determinarea gradului de eliberare al uleiului
esential de cimbru din complexul de incluziune, evaluarea microstructurii -ciclodextrinei
si a complexului de incluziune prin microscopie electronica de scanare, a solubilitatji
complexului de incluziune, a activitatii antiradicalice a acestuia precum si a activitatji
antimicrobiene. De asemenea, a fost analizata amprenta volatila a complexului de
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incluziune, au fost caracterizate materialele componente ale filmelor prin spectroscopie
in infrarosu cu transformata Fourier (FTIR) si au fost realizate investigatii in silico.

Capitolul 6. ,Obtinerea si caracterizarea filmelor functionalizateprin adaugarea
complexului de incluziune ulei esential de cimbru incapsulat in B-ciclodextrina
(EF/IC)” a urmarit analiza proprietatilor structurale ale filmelor (evaluarea microstructurii
filmelor prin microscopie electronica de scanare, spectroscopie in infrarosu cu
transformata Fourier), a proprietatilor fizice (determinarea grosimii, substantei uscate,
activitatii apei, permeabilitatii la vaporii de apa, opacitatatii si transmitantei, a indicelui de
umflare), a proprietatilor functionale ale filmelor biocompozite (determinarea activitatii
antimicrobiene, activitatii antiradicalice).

Capitolul 7. ,Functionalizarea si imbunatatirea proprietatilor mecanice ale filmelor
biocompozite, utilizaind metoda de electrofilare” a urmarit analiza proprietatilor
structurale ale filmelor biocompozite (evaluarea microstructurii filmelor biocompozite prin
microscopie electronica de scanare, spectroscopie in infrarosu cu transformata Fourier),
a proprietatilor fizice (determinarea grosimii, substantei uscate, permeabilitatii la vaporii
de apa, permeabilitatii la gaze, opacitatii si culorii, a indicelui de umflare), a proprietatilor
functionale ale filmelor biocompozite (determinarea activitatii antimicrobiene, activitatii
antiradicalice, proprietatilor de bariera ale filmelor biocompozite fata de compusii volatili
din uleiul de cimbru determinate prin cromatografie de gaze -spectrometrie de masa
SPME) precum si analiza proprietatilor mecanice ale filmelor biocompozite.

Capitolul 8. ,Obtinerea acoperirilor cu pelicule comestibile active, din zeina,
functionalizate cu ulei esential de dafin, pentru alunele de padure” a urmarit
acoperirea alunelor cu pelicule comestibile pe baza de zeina functionalizata cu ulei
esential de dafin (Laurus nobilis) si evaluarea eficacitatii formulei acoperirilor cu pelicule
comestibile.

Capitolul 9. ,Obtinerea acoperirilor cu pelicule comestibile active pe baza de
nanoemulsii, obtinute din concentrat proteic din zer, functionalizate cu ulei
esential de cimbru pentru dovlecei” a urmarit evaluarea eficacitatii a doua formule de
nanoemulsii care contin ulei esential de cimbru si proteine din zer, ca acoperiri cu
pelicule comestibile pentru dovlecel, cu scopul de a prelungi perioada de valabilitate a
acestuia.

Capitolul 10. ,Obtinerea filmelor compozite, active, din concentrat proteic din zer si
zeina, destinate ambalarii intermediare si aromatizarii unui produs tip pudra
instant cu cacao si confinut scazut de lactoza” a urmarit obtinerea filmelor compozite
active pe baza de concentrat proteic din zer si zeina si caracterizarea fizico-chimica a
acestora, evaluarea potentialului antimicrobian al uleiurilor volatile, obtinerea unui
produs tip pudra instant cu cacao si continut scazut de lactoza si caracterizarea acestuia,
utilizarea filmelor compozite active ca material de ambalare pentru produsul obtinut si
caracterizarea acestuia.

Fiecare capitol din studiul experimental este structurat la randul sau in subcapitolele
urmatoare: Introducere ( este prezintat stadiul actual al cercetarii); Obiectivele studiului (sunt definite
obiectivele cercetarii); Materiale si metode de analiza (este prezentata lista cu materiile prime,
materialele, reactivii utilizati si metodele de lucru; Rezultate si discutii, subcapitol Tnh cadrul caruia
sunt prezentate rezultatele obtinute Tn comparatie cu alte date din literatura de specialitate;
Concluzii si Bibliografie.

e Capitolul 11. ,,Concluziile tezei de doctorat”, prezinta concluziile finale ce rezulta
3
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din studiul experimental realizat, care a avut ca rezultat obtinerea unor filme
comestibile, functionalizate cu ulei esential incapsulat si neincapsulat, obtinerea unor
structuri biocompozite prin aplicarea unui strat de fibre din PLA pentru imbunatatirea
proprietatilor stucturale si mecanice si aplicatii ale filmelor si acoperirilor cu pelicule
comestibile.

Ultimele capitole ale tezei prezinta contributiile originale ale tezei de doctorat care concura la
imbogatirea conceptelor fundamentale si aplicative in domeniul studiat si perspectivele de
continuare a cercetarilor sunt:

o Capitolul 12. ,,Contributii originale si perspective de continuare a cercetarilor”
e Capitolul 13. ,,Diseminarea rezultatelor obtinute”
e Capitolul 14., cuprinde lista figurilor si lista tabelelor.

Astfel, rezultatele cercetarilor au fost valorificate prin elaborarea a 4 (patru) articole stiintifice
pe tema tezei de doctorat din care 3 (trei) in calitate de prim-autor si unul in calitate de autor
secund. Din activitatea de cercetare desfasurata in timpul pregatirii doctorale au mai rezultat alte 2
articole publicate in reviste cotate ISI. Au mai fost realizate un numar de 14 comunicari la
manifestari stiintifice importante in domeniul ingineriei alimentare, din tara si din strainatate.

Teza de doctorat cuprinde 164 pagini, incluzand 57 figuri si 30 tabele. Studiul documentar
reprezinta 20 % iar studiul experimental 80 %.

Activitatile de cercetare din cadrul tezei de doctorat au fost derulate cu ajutorul infrastructurii
moderne de cercetare a Centrului integrat de cercetare, expertiza si transfer tehnologic (BioAliment-
TehnlA) (www.bioaliment.ugal.ro), din cadrul Facultatii Stiinta si Ingineria Alimentelor, Universitatea
,Dunarea de Jos” din Galati si cu ajutorul Centrului de Excelenta in domeniul Prelucrarii Polimerilor
(CE- PP).

Teza de doctorat a fost realizatda sub coordonarea stiintifica a doamnei Prof. dr. ing. habil.
Daniela BORDA, in calitate de conducator de doctorat si a comisiei de indrumare, cu urmatoarea
componenta: Prof.dr.ing. Anca NICOLAU, Prof. dr. ing. luliana APRODU, S.I. dr. ing. lulia
BLEOANCA.
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1. Filme si acoperiri cu pelicule aplicate alimentelor: abordari moderne privind
ambalarea alimentelor

1.1. Introducere

O situatie nefavorabila pentru mediul Tnconjurator o reprezintad folosirea Th exces a
ambalajelelor conventionale pentru produsele alimentare, obtinute din derivati ai petrolului, a caror
acumulare are efecte nocive din ce in ce mai evidente asupra vietii marine si terestre, asadar s-a
impus si este in continua dezvoltare o noua directie de dezvoltare a sectorului alimentar —
ambalajele biodegradabile active, care asigura o proteciie ridicata alimentelor si protejarea mediului
inconjurator.

Ambalajele pe baza de materiale obtinute din subproduse ale industriei alimentare, cum ar fi
zerul, pot fi considerate o alternativa ecologica a ambalajelor clasice. Noi solutii de ambalare poate
fi create cu ajutorul filmelor sau acoperirilor cu pelicule comestibile aplicate produselor alimentare.
Filmele si acoperirile cu pelicule comestibile prelungesc termenul de valabilitate al alimentului, Ti
imbunatatesc calitatea acestuia si ii ofera protectie sporitda impotriva factorilor fizici si mecanici
actionand ca o bariera semipermeabila pentru gaze, vapori si apa.

1.2. Definirea filmelor si acoperirilor cu pelicule

Desi termenii filme si acoperiri cu pelicule comestibile sunt uneori folositi ca sinonime, ei
reprezinta concepte diferite.

Ambalajele comestibile pot avea forma unor pelicule subtiri numite filme comestibile sau pot
avea forma unor acoperiri cu pelicule comestibile (Navarro si colab., 2016).

Filmul este definit ca un strat subtire de material care poate fi folosit ca ambalaj, in timp ce
acoperirea cu pelicula comestibila este formata direct pe suprafata produsului, urméand a fi
consumata impreuna cu produsul alimentar (Guimar si colab., 2018). Acestea trebuie sa aiba
proprietati mecanice, stabilitate fizico-chimica si microbiologica excelente, sa fie compatibile
organoleptic si functional cu alimentul, sa fie netoxice, sigure si sa fie disponibile la un cost de
productie scazut. Mai mult, trebuie sa indeplineasca cerintele legislative specifice ale tarii in care
sunt comercializate.

4, Screening-ul uleiurilor esentiale

4.1. Introducere

Uleiurile esentiale (EO) au céastigat o popularitate uriasa datoritd naturii lor prietenoase cu
mediul, efectului antioxidant si antimicrobian puternic. Multe dintre ele (scortisoara, cuisoare,
rozmarin, oregano, cimbru, piper, menta etc.) au statutul GRAS, fiind ,recunoscute in general ca
sigure”. (Mukurumbira si colab., 2022).

L. monocytogenes este o bacterie Gram-pozitiva, care nu formeaza spori, un agent patogen
care poate provoca listerioza omului. Aceasta bacterie poate fi prezenta in laptele de vaca provenit
de la animalele infectate, in brénzeturi cu pasta moale, poate supravietui si se poate dezvolta in
produsele din carne refrigerate, inactivarea in scopul conservarii alimentelor reprezentand o
preocupare majora in industria alimentara (Rasooli si colab., 2006).

4.2, Obiectivele studiului

Obiectivul principal al acestui capitol consta in selectarea unui ulei esential dintr-o varietate
mai mare de uleiuri esentiale achizitionate din comert, prin testarea activitatii antimicrobiene fata de
bacteria L. monocytogenes, utilizand metoda difuzimetrica. Un alt obiectiv il reprezinta determinarea
determinarea concentratiei minime inhibitorii (MIC) a uleiului esential selectat.
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4.4. Rezultate si discutii

Determinarea activitatii antimicrobiene a uleiurilor esentiale fata de Listeria
monocytogenes

Uleiurile esentiale testate au avut activitate diferita asupra microorganismului testat privind
zonele de inhibitie ale cresterii acestuia (Tabel 4.1.). Pe baza diametrelor zonelor de inhibitie din
jurul godeului decupat in mediu gi incarcat cu proba de analizat, a fost selectat uleiul esential de
cimbru, el avand un diametru al zonei de inhibitie mai mare decéat celelalte probe analizate dar si
decét controlul pozitiv. Diametrul zonei de inhibitie de jur imprejurul godeului incarcat cu antibiotic a
fost de 1,3 cm + 0,12, scortisoara avand acelasi efect antimicrobian, cu un diametru egal cu cel
realizat de antibiotic, situdndu-se pe locul doi, dupa TEO.

Tabelul 4.1. Diametrele zonelor de inhibitie ale uleiurilor esentiale testate fatd de L. monocytogenes

Substanta Diametrul zonei de inhibitie
activa testata (cm)

Dafin 0,85+ 0,07
Lavanda 0,5+0,04
Cuisoare 0,4 £0,03
Scortisoara 1,3+0,11
Eucalipt 0,3+0,02
Chimen 0,3+0,03
Catina 0

TEO cu timol 1,6 £0,15
TEO cu tuianol 0,5+ 0,04
Cloramfenicol (C+) 1,310,111

Diametrul egal al zonei de inhibitie al uleiului esential de scortisoara cu cel realizat de
antibiotic 1,3 £ 0,11 cm indica acelasi efect antimicrobian, situdndu-se pe locul doi, dupa TEO cu
timol cu un diametru de 1,6 £ 0,15 cm.

Determinarea MIC a uleiului de cimbru

Activitatea antimicrobiana a TEO fata de L. monocytogenes a fost determinata prin efectuarea
dilutiilor cu solventul dimetilsulfoxid (DMSO). Concentratia minima inhibitorie (MIC) este definita ca
fiind cea mai micad concentratie a probelor care poate inhiba cresterea microorganismelor testate
(Wen si colab., 2016). MIC a fost determinat pentru examinarea capacitati de inhibare a
microorganismului testat in diferite concentratii. Cu cat este mai mica valoarea MIC, cu atat este mai
mare activitatea antimicrobiana a compusului activ testat (Binazir si colab., 2024).

in Tabelul 4.2. sunt prezentate rezultatele testarii TEO cu timol in dilutii de 1:5, 1:10, 1:20,
1:25, 1:50, 1:75 si 1:100. Pentru controlul pozitiv a fost folosit antibiotic, Cloramfenicol, si DMSO, a
fost considerat controlul negativ. O capacitate minima de inhibitie fatd de L. monocytogenes se
remarca la dilutia 1:100 pentru TEO: DMSO.

Tabelul 4.2. Scaderea capacitatétii de inhibare (%) a uleiului esential de cimbru TEO odaté cu cresterea
dilutiilor, fatad de TEO nediluat

Dilutie TEO: DMSO Scaderea capacitatatii de inhibare (%) a uleiului
esential de cimbru TEO odata cu cresterea dilutiilor,
fata de TEO nediluat

15 95,65 + 9,3%

1:10 65,22 +6,7°
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1:20 60,87 + 6,2°
1:25 56,52 + 5,6°
1:50 56,52 + 5,6°
1:75 47,83+ 4,8°
1:100 34,78 £ 3,3°°
C+ (cloramfenicol) 65,22 + 6,4°

Valorile obtinute sunt media + SD a trei analize. Literele diferite obtinute prin metoda ANOVA si testul
post-hoc Tukey la p <0,05 indica faptul ca sunt diferente semnificative intre probe.

4.5. Concluzii

Pe baza diametrelor zonelor de inhibitie a fost selectat uleiul de cimbru, el avand un diametru
al zonei de inhibitie mai mare decat celelalte uleiuri esentiale analizate dar si fata de controlul pozitiv

Uleiul cu cimbru prezinta activitate antilisteriala pana la dilutia 1:100, efectul sau in dilutia 1:5
ulei cimbru:DMSO fiind comparabil cu cel al antibioticului (1mg/mL — dizolvat in alcool etilic).

5. Obtinerea nanocomplexului de incluziune prin microincapsularea uleiului esential
de cimbru in B-ciclodextrina

5.1. Introducere

Uleiurile esentiale sunt sensibile la actiunea factorilor externi precum temperatura, lumina,
prezenta oxigenului, sunt compusi instabili si au o volatilitate ridicata, ceea ce le limiteaza
aplicabilitatea. Microincapsularea reprezintda o tehnologie promitatoare pentru a depasi aceste
limitari, care ofera o matrice de acoperire pentru uleiurile esentiale, asigura o eliberare controlata a
compusilor volatili, prelungeste astfel durata de valabilitate a alimentelor, mascheaza aromele prea
intense, imbunatateste stabilitatea chimica, biodisponibilitatea, abordeaza solubilitatea lor scazuta
in apa si usureaza transportul si manipularea uleiurilor esentiale (Lanciu si colab., 2024, Razaei si
colab., 2021, Bai si colab., 2022)

Ciclodextrinele (CD) sunt oligozaharide derivate din amidon cu o structura ciclica si forma de
trunchi de con, avand caracter lipofil in interior datorita legaturilor C-H si suprafata exterioara
hidrofila, datoritd gruparilor numeroase hidroxil. Ciclodextrinele au capacitatea de incapsulare
selectiva a moleculelor de ulei esential in interiorului cavitafi trunchiului de con datorita
hidrofobicitatii interiorului acestuia.

5.2. Obiectivele studiului
Primul obiectiv al acestui capitol este caracterizarea capacitatii moleculelor de ulei esential de
cimbru (TEO) de a forma legaturi cu cavitatea interioard si situsurile active externe ale
nanomoleculei de B-CD prin metoda de co-precipitare.
Al doilea obiectiv este studiul cineticii de eliberare a compusilor volatili si caracterizarea
proprietatilor pulberilor rezultate in raport cu activitatea lor antimicrobiana si antioxidanta.

5.4. Rezultate si discutii
Procesul de obtinere al nanocomplexului de incluziune si caracterizarea acestuia

in acest studiu TEO a fost incapsulat in B-CD prin metoda co-precipitarii. Pentru aceasta s-au
folosit diferite rapoarte masice 3-CD: TEO, respectiv 8.5:1.50 (m/m) (IC1); 8.5:3.0 (m/m) (IC2) and
8.5:4.5 (m/m) (IC3). Fiecare complex de incluziune TEO/ B-CD s-a notat cu simbolurile 1C1, 1C2 si
IC3 corespunzatoare rapoartelor specificate in Tabelul 5.1..

Deoarece in TEO componentul principal este timolul, se considera ca in cavitatile moleculelor
de B-CD sunt incluse cu prioritate, moleculele de timol al caror volum este de 257,25 A3, mai mic
decat cel al cavitatii B-CD (262 A ®) (Kfoury si colab., 2016) dar suficient de apropiat incat sa
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formeze un complex de incluziune. Valoarea ridicata a constantei de repartitie log Kya = 3,34
(Kfoury si colab., 2016) arata ca timolul este lipofil si are capacitatea sa elimine moleculele de apa
din cavitatea hidrofoba a B-CD si sa formeze un complex de incluziune stabil energetic, datorita
interactiunilor van der Waals si a celor hidrofobe. Prezenta gruparii hidroxil in structura moleculei de
timol determind acumularea acestuia pe suprafata exterioara a trunchiului de con, datorita
legaturilor de hidrogen pe care le poate forma cu gruparile hidroxil primare si secundare distribuite
pe suprafata exterioara a moleculei de 3-CD.

Determinarea gradului de retentie si a eficientei incluziunii
In Tabelul 5.1. sunt prezentate rezultatele procesului de incapsulare TEO in B-CD.

Tabelul 5.1. Retentia (R) TEO in B-CD si eficienta incluziunii (El)

Complexul Raport masic Retentia TEO Eféflﬁ?afm
de incluziune (B-CD: TEO) in B-CD (El %)
TEO/B-CD (R %)

IC1 5,67 71,66 + 3,6° 36,33 + 2,4°
IC2 2,83 41,33+3,11° 8,67%1,51°
IC3 1,89 29,11 + 1,49° 4,35+ 3,41°

IC1 — complexul de incluziune TEO/B-CD cu 1,5 mL TEO

IC2 — complexul de incluziune TEO/B-CD cu 3 mL TEO

IC3 — complexul de incluziune TEO/B-CD cu 4,5 mL TEO

Valorile obfinute sunt media + deviatia standard (SD) a trei determindri independente. Literele diferite obtinute
prin metoda ANOVA si testul post-hoc Tukey la p <0,05 indica faptul ca sunt diferente semnificative intre probe
la R (a,b,c) sila El (d,e).

Experimental, s-a observat ca la folosirea raportului masic B-CD:TEO 5,67:1 (m/m) a
favorizat prezenta celei mai mari cantitati de ulei esential inclusa in suspensia de B-CD, in timp la
cresterea cantitatii de ulei s-au separat cantitati diferite de ulei la suprafata suspensiei., la folosirea
raportului B-CD:TEO 5,67:1 (w/w) s-a obtinut un grad de retentie de 71,66 + 3,60 % iar 36,33 + 2,40
% din uleiul folosit s-a regasit in interiorul B-CD formand compexul de incluziune TEO/ 3-CD. Cu
cresterea continutului de ulei a scazut atat procentul de retentie cat si eficienta incluziunii (Tabelul
5.1). De exemplu, la un raport de B-CD:TEO 2,83:1,00 (m/m) procentul de retentie a scazut la 41,33
+ 3,11 %, iar eficienta incluziunii a fost de 8,67 + 1,81 %, in timp la o cantitate maxima de ulei
corespunzatoare raportului B-CD:TEO 1,89:1,00 (m/m), procentul de retentie al uleiului esential a
fost de 29,11 £1,49 %, iar eficienta incluziunii a fost de 4,35 + 3,41 % (Tabelul 5.1). Aceasta se
datoreaza probabil pe de o parte posibilitati de saturare a centrilor de legatura ai moleculelor
uleiului esential pe suprafata externa a moleculelor de -CD si numarului limitat de molecule lipofile
incluse in cavitatea B-CD dar, pe de altd parte si unei biocompetitii intre moleculele lipofile cu
dimensiuni diferite (Goubet si colab., 2001).

Determinarea gradului de eliberare al uleiului esential de cimbru din nanocomplexul de
incluziune

Curbele cinetice pentru toate cele trei probe au prezentat trei domenii care explica
mecanismele de eliberare diferite, astfel:

» Domeniul | corespunde unei eliberari rapide (eliberare exploziva- “burst release”) a TEO
neincapsulat si al celui legat de suprafata externa a moleculei de B-CD. Rata de eliberare
cea mai mare a avut-o complexul de incluziune TEO/B-CD (IC3) dupa 60 min. (~38%).
Aceasta proba a fost obtinuta cu o cantitate mare de TEO si de aceea o anumita cantitate a
ramas libera in pudra (neincapsulata), comparativ cu complexul de inluziune TEO/B-CD care
a fost obtinut cu un raport masic B-CD:TEO de 8.5:1.5 (m/m) Acesta, dupa 60 min, a avut o
ratda de eliberare de aproximativ 16 %, ceea ce arata ca in proba a existat o cantitate
scazuta de TEO si s-au eliberat doar moleculele din TEO legate pe suprafata exterioara a 3-
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CD. Reazultate similare ale eliberarii explozive a TEO au fost observate de Rezaei si colab.
(2021) din B-CD.

» Domeniul Il corespunde unei stari de competitie intre moleculele ramase pe suprafata
externa a moleculei de B-CD si cele din interiorul cavitatii hidrofobe. Consideram ca
moleculele din cavitate se elibereaza mai tarziu ca urmare a stabilitatii energetice a
complexului de incluziune si atractiei sterice (Kfoury si colab., 2016).

» Domeniul lll corespunde unei eliberari a moleculelor in interiorul IC, urmata de o cinetica de
ordin zero. Se poate observa ca IC1 si IC2 afiseaza o rata de eliberare identica, in timp ce
IC3 inregistreaza o intarziere in eliberarea TEO si o eliberare cumulativd mai mica.
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Figura 5.3. Profiluri de eliberare a TEO din IC1, IC2, IC3
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- [C3

Grad de eliberare (9

Evaluarea microstructurii -ciclodextrinei si a nanocomplexului de incluziune prin SEM

In Figura 5.4. sunt prezentate imaginile SEM ale B-CD si ale fiecarui complex de incluziune
TEO/ B-CD obtinut cu diferite rapoarte de TEO. Imaginea SEM a probei de 3-CD (Figura 5.4.a) a
aratat o structura cristalind neregulata, cu particule de dimensiuni mari (6-24 pm), forme diferite si
suprafata aproape neteda, in timp ce fiecare complex de incluziune TEO/B-CD a prezentat structuri
cristaline monociclice tipice, cu dimensiuni mai mici cuprinse in domeniul 5-10 ym, in functie de
retentie si eficienta incluziunii (Figura 5.4 b,c,d).

Figura 5.4. Imagini SEM a B-CD-ei (a) si a complexului de incluziune TEO/B-CD: IC1 (b), IC2 (c), IC3 (d)
9
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Evaluarea solubilitatii nanocomplexului de incluziune

Solubilitatea complexelor de incluziune analizate a fost strans apropiata ca valoare de
solubilitatea B-ciclodextrinei fara ulei incapsulat. Astfel, valoarea solubilitatii in apa calculata ca
medie a trei determinari independente = deviatia standard SD a fost de 99,46° + 9,93 pentru IC1,
99,887 + 9,97 pentru IC2, 99,9% + 9,96 pentru IC3 si 96,7% + 9,65 pentru B-CD. Intrucat pentru toate
cele trei IC-uri literele obtinute indicate de testul post-hoc Tukey nu sunt diferite, nu sunt diferente
semnificative (p < 0,05) intre probe. Prin urmare se poate afirma ca gruparile hidrofile —OH din f-CD
au asigurat o buna solubilitate pentru toate pudrele analizate (~99 %) .

Evaluarea activitatii antiradicalice a nanocomplexului de incluziune

Desi pulberile IC au prezentat activitati antiradicale diferite, fara diferente semnificative (p >
0,05) nregistrate intre pulberile IC TEO/B-CD studiate, toate cele trei IC-uri au prezentat activitate
antiradicalica puternica (42,64 + 4,24 %, 39,87 £+ 3,99 % si + 42,71 + 3,99 %) si acest lucru arata ca
toate pulberile ar putea servi ca inhibitori ai radicalilor liberi in diferite aplicatii alimentare (Bai si
colab., 2022). Controlul B-CD nu a furnizat proprietati antiradicale (datele nu sunt prezentate).

Evaluarea activitatii antimicrobiene a nanocomplexului de incluziune

Se considera ca probele cu zone de inhibitie mai mici de 0,7 cm nu au activitate inhibitorie
microbiana, in timp ce probele cu diametre de cel putin 1,2 cm au activitate inhibitorie satisfacatoare
(Radiinz si colab., 2019). Toate microorganismele testate sunt susceptibile la TEO neincapsulat,
diametrele de inhibitie variind intre 2,87 (R. glutinis) - 5,30 (B. cereus) (Tabelul 5.2.). In schimb,
TEO incapsulat a prezentat o activitate inhibitoare semnificativ redusa (p > 0,05) in comparatie cu
TEO neincapsulat. Niciun IC nu are activitate inhibitoare satisfacatoare conform clasificarii de mai
sus, cu exceptia IC2 care a prezentat o activitate antibacteriana de 1,20 + 0,24 cm in diametru, fata
de B. cereus, semnificativ diferitd (p < 0,05) de toate celelalte zone de inhibare ale IC. IC1 a avut
cea mai mare activitate antifungica, cu un diametru de inhibitie de 0,97 + 0,11 cm, foarte aproape de
valorile prag considerate activitate inhibitoare relevanta. Se constata, de asemenea, ca pentru fungi
(mucegaiuri si drojdii) activitatea antimicrobiana a uleurilor este similara (p>0,05) pentru IC2 si IC3.
O alta constatare este ca IC3 a avut cea mai scazuta activitate inhibitorie pentru toate cele trei
microorganisme testate. Comportamentul diferit al celor trei pulberi ar putea fi determinat de
diferentele de ocupare ale cavitétii interioare a 3-CD ca urmare a competitiei volatilelor prezente in
TEO.

Tabelul 5.2 . Activitatea antimicrobiand cu zone de inhibitie ale uleiului esential de cimbru TEO neincapsulat
si ale uleiului esential de cimbru TEO incapsulat: 1,5 g/g (IC1), 3 9/9 (IC2) si 4,5 g/g (IC3) si activitatea
antiradicald a complexelor de incluziune IC (%)

Proba  Control TEO IC1 IC2 IC3

Microorganism
Zone de B.cereus 530+ 0,53° 0,85 + 0,09 **B¢ 120+ 0,24 @A 0,63 + 0,09 ¢
inhibitie
(cm) G. candidum 3,79+014% 097 +0,11 2”8 0,81+0,09°®¢ 0,59 +0,032°

R. glutinis 2,87+0,38%  0,71+0,03"B° 0,78+ 0,17 *8¢ 0,67 £ 0,05 ¢
Inhibitie - 42,64 + 4,242 39,87 + 3,99° 42,71 + 4,217
DPPH (%)

Valorile obtinute sunt media + SD a trei analize. Diferite litere obtinute prin metoda ANOVA si testul post-hoc
al lui Tukey la p < 0,05 indica diferente semnificative intre probe. Literele mici indicé diferente semnificative pe
coloana iar literele majuscule indica diferente semnificative pe rand.
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Amprenta volatila a nanocomplexului de incluziune determinata prin cromatografie de gaze -spectrometrie de masa SPME (GC-MS).

Tabelul 5.3. Amprenta GC/MS SPME a pulberilor TEO/IC si concentratia relativd de compusi volatili in mg octanol /L si, respectiv, mg octanol /kg
pulbere

IC1 (mg octanol/kg

IC2 (mg octanol /kg

IC3 (mg octanol /kg

Compusi Kl Formula loni TEO (mg octanol/L) pudra) pudra) pudra)
Thuen 825 C10H16  91;77;93;51;136 8181,76 + 125,04e* 57,88 + 3,052h,B 211,14 £ 12,17f,g,A 221,42 + 11,05f,g,A
o Pinen 925 C10H16  91;93;136;121;93 4885,31 + 101,48f 597,921 + 29,41e,A 597,92 + 20,27e,A 328,23 + 13,94f,B
Ciclohexen
methyl,
methyldiena 939 C10H16  91;77;93;51;107 8787,63 + 117,59¢ 145,52 + 17,32g,h,B 576,92 + 20,52¢,A 619,59 + 26,31e,A
1-S a pinen 953 C10H16  91;67;93;94;65 1122,79 £ 101,13i,] 30,76 £ 9,23h,B 95,90 + 7,21f,g,A 97,04 £ 3,89g,h,A
3-Caren 993 C10H16  91;93;136;77;121 48528,31 + 712,42¢ 1318,13 £ 101,19d,B  4644,16 + 201,87c,A 4923,24 + 325,13c,A
O-cimen 1013 C10H14 119;91;134;135;169 84149,56 + 841,79b 2832,63 + 153,28b,B  8930,73 + 384,67b,A 9415,03 + 458,16b,A
Izoleden 1114 C15H24 105;119;169;91;79 25,16 + 2,74k 10,45 £ 1,06h,A 7,50 + 0,88g,A 5,93 + 0,62h,A
Carenol 1122 C10H160 67;79;81;91;109 26,18 + 2,15k 5,17 £ 0,55h,C 7,87 £ 0,62g,A 49,77 £ 1,83h,B
Copaen 1123 C15H24 105;119;161;91;79 118,82 + 10,36j,k 412,48 + 18,96f,A 20,25 +2,02g,B 9,71 +0,81h,B
a-Panasinsen 1137 C15H24  91;95;67;105;119 137,9 +11,74j,k 10,93 + 0,41h,B 15,35+ 1,28,A 74,56 + 2,24h,B
Camfen 1144 C10H16  91;93;77;121;67 3569,89 + 157,31¢g 400,34 + 40,41f,C 645,36 £ 22,61e,A 536,50 + 14,17¢,B
4-Caren 1169 C10H16  91;105;133;77;161 8874,78 + 171,82e 140,86 + 12,12g,h,C 268,57 + 10,13f,A 217,11 £ 18,74f,9,B
a-Phellandren 1170 C10H16  91;93;77;111;67 1462,45 + 85,16h,i 289,36 + 24,23f,g,A 281,62 + 12,576f,A 258,06 + 11,07f,g,A
Longifolen 1186 C15H24  91;105;119;161;77 76,9 + 4,28k 1,55 + 0,15h,A 2,57 £ 0,11g,B 1,81 £ 0,89h,B
Irzarlinzsantemal 1187 C10H160 81;123;95;67;166 13,36 + 1,52k 5,02 + 0,42h,A 2,27 £ 0,13g,B 2,15+ 0,55h,B
Seiselen 1295 C15H24  91;93;77;105;121 148,04 + 12,72j,k 14,43 +1,03h,C 2,10 £ 0,12f,g,A 1,69 + 0,87h,B
2-Bornen 1223 C10H16  91;93;121;79;136 281,54 £ 10,87j .k 24,53 £ 2,44h,C 62,17 £ 3,129,A 48,86 + 2,74h,B
Borneol 1306 C10H180 95;67;121;65;136 2478,29 + 152,14h 11,36 £ 1,02h,A 26,18 £ 1,149,B 17,74 £ 1,07h,B
Epizonaren 1314 Ci15H24 119;161;105;204;91 432,9+21,42i,j,k 87,40 £ 7,23h,A 32,82 £2,219g,B 28,11 £ 1,89f,B
Timol 2097 C10H140 136;150;105;107;91 113678,02 + 501,33a 5(73893042% * 24803,78 + 114,96a,A 20172,65 + 80,89a,B
Carvacrol 2381 C10H140 135;150;108;92;79 13113,96 + 848,36d 1782,28 + 90,51¢,C 2790,68 + 55,35d,A 2270,69 + 87,95d,B
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Un numar total de 21 de compusi volatili continuti de extractul TEO si de pulberile IC au fost
identificati, in mod provizoriu, utilizand biblioteca NIST, iar ionii rezultati sunt indicati in Tabelul
5.3. Componentul major din extractul TEO este timolul (36,36 %) si a reprezentat cel mai abundent
compus din toate pulberile (IC1, IC2 si IC3). Concentratii mari de timol au fost raportate si de alte
cercetari care au raportat incapsularea cimbrului (Hudaib si colab., 2002; Cutillas si colab., 2018).
Alti compusi majori din uleiul esential de cimbru sunt o-cimenul, 3-caren, dar si camfenul si a-
pinenul. Compusii minori au fost, de asemenea, identificati in amestec si prezentati in Tabelul 5.3.

Pulberile 1C1, IC2 si IC3 au fost comparate reciproc, iar rezultatele sunt indicate in Tabelul
5.3. Concentratia majoritatii compusilor volatili identificati, tujen, 3-caren, o-cimen, carenol,
seychellen, 2-bornen in cele trei pulberi a crescut semnificativ (p < 0,05), odatd cu cresterea
concentratiei TEO (1,5, 3 si 4,5 %). Cu toate acestea, desi in comparatie cu IC1 unii compusi au
fost semnificativ (p < 0,05) mai abundenti, in IC2, nu au existat diferente semnificative (p > 0,05)
observate intre pulberile IC2 si IC3 pentru componente precum tuien, 1-S a pinen, longifolen si
borneol .

In mod surprinzator, concentratia de timol si carvacrol a fost semnificativ mai mica in
pulberile care contin mai mult ulei TEO (IC2 si IC3) decét IC1. Acelasi fenomen a fost observat la
50, 60 si 70 °C (Fig. 7).

Din setul de grafice in coloana (Figura 5.5.) se poate observa ca, in toate cazurile,
concentratia de timol a scazut odata cu cresterea concentratiei de TEO in pulberi.
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Figura 5.5. Concentratia relativa a celor mai abundente 5 componente in pulberile IC1, IC2 si IC3, incubate
anterior extractiei la trei temperaturi diferite: 50 °C (a), 60 °C (b) si 70 °C (c)

Comportamentul similar in cele 3 IC-uri poate fi explicat, partial, prin scaderea eficientei de
incapsulare in IC2 si IC3 comparativ cu IC1. Celalalt mecanism care ar fi putut aparea, odata cu
cresterea concentratiei TEO, ar putea fi o competitie in ocuparea cavitatilor moleculelor B-CD
produse de ocimen, 2-caren sau camfen cu timolul.
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Caracterizarea materialelor componente ale filmelor prin FTIR
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Figura 5.6. Spectrele FTIR aliniate (a) si analiza PCA cu scorurile (b) si reprezentarea celor doua
componente principale (PC1 si PC2) pentru IC1, IC2, IC3 si B-CD control

La 3293 cm™, toate picurile largi corespund legaturii O—H, specifice pentru alcooli asa cum
se vede in Figura 5.6a., unde se poate observa ca pulberile IC1, IC3 si B-CD absorb mai multa
lumina in comparatie cu IC2. Intensitatea mai mare a legaturilor O-H in IC3 ar putea fi explicata
prin numarul mai mare de molecule cu gruparl OH provenite din TEO, acumulate pe suprafata
exterioara a trunchiului de con. La 2970 cm™ benzile de absorbtie sunt specifice legaturilor C- H Si
cea mai mare intensitate a fost obtinuta pentru pulberile IC1 si IC3. Picurile slabe la 1645 cm™ din
spectre corespund prezentei inelului aromatic. Astfel, se poate observa ca IC2 si B-CD au absorbit
mai multd lumina si au avut picuri mai mari in comparatie cu IC1 si IC3. Potrivit Iui Rezae/ si colab
(2021), picurile intre 1450 si 1600 cm™ (la 1639 cm™,1539 cm™, 1506 cm™ si 1410 cm™)
corespundeau abosobtiei caracteristice a timolului si pot fi legate de gruparea CHZ2. IC2 a absorbit
mai multa lumina IR in comparatie cu pulberile IC2 si IC3.

Scorurile din Figura 5.6. arata ca cea mai mare parte a variatiei este explicatda de PC1 (85

%) si 15 % este explicata de PC2. Aici, controlul B-CD este in al 3-lea cadran, IC1 si IC3 sunt in
primul cadran, in timp ce IC2 este in al 4-lea cadran.
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Investigatii in silico

Abordarea in silico a fost aplicata in continuare pentru a verifica potentialul diferitilor compusi
identificati in TEO, prin intermediul GC/MS, de a patrunde in cavitatea hidrofoba a B-CD, astfel
incat sa formeze complexe de incluziune. Investigatiile la nivel de molecula unica au indicat ca in
cavitatea B-CD este suficient de mult spatiu liber pentru a gazdui fiecare ligand in ambele pozitii de
incluziune luate in considerare in studiu, asa cum este afisat in Tabelul 5.3. Oricum, avand in
vedere spatialitatea moleculei de B-CD aceasta poate incapsula doar o molecula in cavitatea
hidrofoba. in toate cazurile studiate, interactiunile hidrofobe, van der Waals si fortele electrostatice
stabilite intre moleculele gazda si molecula oaspete au contribuit la stabilitatea energetica a
complexelor de incluziune. In cazul timolului, carvacrolului si o-cimenului, indiferent de pozitia
relativa a moleculei oaspete fata de B-CD, valorile energetice totale ale tuturor complexelor de
incluziune au fost mai mici decat energia modelelor izolate, ceea ce sugereaza ca legarea
moleculelor este favorabild termodinamic. Dupa cum au aratat anterior Siva si colab. (2019) si Dai
si colab. (2022), stabilitatea complexelor de incluziune poate fi estimata cu succes pe baza
energiei de complexare. Pe baza valorilor mai scazute ale energiei totale si de complexare
inregistrate pentru complexul de incluziune 2, se pare ca timolul, carvacrolul si o-cimenul sunt mai
bine asociate cu B- CD si formeaza complexe mai stabile atunci cand inelul aromatic al moleculei
oaspete este spre marginea mai ingusta a 3- CD.

Modelele moleculare ale complexelor de incluziune formate din B-CD cu 3-caren si a-pinen
sunt caracterizate prin valori pozitive ale energiei potentiale, sugerand ca, in acest caz,
complexarea nu are loc spontan, ci este necesar un aport de energie. Oricum, trebuie remarcat
faptul ca dintre toate complexele de incluziune testate, cele bazate pe a-pinen ca molecula
oaspete sunt cele mai stabile. Complexele B-CD - a-pinen au cele mai mici valori Ec (Tabelul 5.4.)

Tabelul 5.4. Reprezentarea schematica si descriptorii energetici ai complexelor de incluziune formate din (-
ciclodextrina (reprezentata in stilul Surf) cu diferite molecule oaspete (reprezentate in stilul Licorice)

Timol Carvacrol O-cimen 3-Caren a-Pinen

E, kcal/mol 4,53 4,05 7,47 113,64 124,36

Complex de incluziune 1

Er, kcal/mol -25,19 -25,11 -15,43 86,38 90,11

Ec, kcal/mol -21,43 -20,87 -14,61 -18,97 -25,95

Complex de incluziune 2

Er kcal/mol -25,31 -26,31 -22,72 86,87 90,18
Ec, kcal/mol -21,55 -22,07 -21,90 -18,48 -25,89

E — energia potentiala a moleculelor invitate; ET — energia totald a complexelor de incluziune; Ec — energie
de complexare.
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5.5. Concluzii

TEO poate fi nanoincapsulat cu succes in 3-CD prin metoda de co-precipitare.

Acest studiu demonstreaza ca, pe langa o eficienta diferita de incapsulare, un mecanism
competitiv explicat prin afinitate diferitd in legarea la cavitatea interioara si la gruparile OH
exterioare ale B-CD este prezent in TEO, mai exact intre timol si alte substante volatile majore
precum carvacrolul, o-cimenul, dar de asemenea, daca este furnizata energie, a-pinen. Aceasta
competitie a Tmpiedicat probabil incapsularea timolului in B-CD si a influentat proprietétile
antimicrobiene ale pulberilor care ar putea sugera o aplicare diferita, in functie de efectul
antimicrobian vizat, mai ales atunci cand volatilele TEO trebuie protejate prin nanoincapsulare. Cu
toate acestea, nu au putut fi gasite diferente semnificative (p > 0,05) pentru activitatea antioxidanta
dintre pulberi.

Studiile ulterioare ar trebui sa confirme rolul antimicrobian al pulberilor 3-CD/TEO IC in
diferite matrice alimentare.

Concomitent cu cresterea continutului de ulei din IC-uri, a scazut atat gradul de retentie cat si
eficienta incluziunii uleiului esential de cimbru in B-ciclodextrina.

In ceea ce priveste structura SEM, complexul de incluziune TEO/B-CD a prezentat structuri
cristaline monoclinice tipice, cu dimensiuni cuprinse in domeniul 5-10 pm.

In ceea ce priveste gradul de eliberare, se poate observa ca IC1 si IC2 prezinta o rata de
eliberare identica in timp ce IC3 Tnregistreaza o intarziere in eliberarea TEO.

Toate microorganismele testate sunt sensibile la uleiul de cimbru neincapsulat, diametrele de
inhibitie variind intre 4,6 cm (L. monocytogenes)- 2,87 c¢cm (R. glutinis) - 5,30 cm (B. cereus). In
schimb, TEO incapsulat sub forma de complex de incluziune a afisat o activitate inhibitoare
semnificativ redusa (p > 0,05) in comparatie cu TEO neincapsulat. Niciun IC nu are activitate
inhibitoare satisfacatoare conform clasificarii de mai sus, cu exceptia IC2 care a prezentat o
activitate antibacteriana de 1,20 + 0,24 cm in diametru, fata de B. cereus, semnificativ diferita (p <
0,05) de toate celelalte zone de inhibare IC. IC1 a avut cea mai mare activitate antifungica, cu un
diametru de inhibitie de 0,97 + 0,11 cm, foarte aproape de valorile prag considerate activitate
inhibitoare relevanta. IC3 a avut cea mai scazuta activitate inhibitorie pentru toate cele trei
microorganisme testate.

6. Obtinerea si caracterizarea filmelor obtinute prin adaugarea complexului de
incluziune ulei esential de cimbru incapsulat in B-ciclodextrina (EF/IC) pentru cresterea
functionalitatii acestora

6.1. Introducere

Tehnologia de incapsulare ar putea fi o solutie atat pentru protejarea compusilor bioactivi din
EF, cum ar fi EO, céat si pentru eliberarea lor controlata pentru a imbunatati siguranta alimentara.

EF pot fi functionalizate cu EO, sau combinate cu alti biopolimeri pentru a forma materiale
compozite cu proprietati imbunatatite. Pentru a reduce pierderea compusgilor volatili din uleiul
esential de cimbru (TEO), care au un puternic efect antibacterian datoritd continutul ridicat de
terpene (Bai si colab., 2022), antifungic si activitate antioxidantd buna (Almasi si colab, 2021,
Bleoanca si colab., 2020; Aziz si colab, 2018; Bleoanca si colab., 2016), acesta a fost incapsulat in
B-CD inainte de a fi introdus in EF.

6.2. Obiectivele studiului
Obiectivul studiului actual a fost de a obtine, de a caracteriza si de a compara proprietatile
morfologice si fizice ale EF din zer, functionalizate cu TEO incapsulat sub forma a trei variante de
complexe de incluziune (EF/IC1, EF/IC2, EF/IC3) fata de EF cu TEO neincapsulat (EF/TEO).

Au fost determinate proprietatile antimicrobiene si antioxidante ale EF/IC precum si
eliberarea substantelor volatilele din EF in doi simulanti.
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6.4. Rezultate si discutii
Evaluarea microstructurii filmelor prin microscopie electronica de scanare

Evaluarea microstructurii filmelor prin scanarea sectiunilor transversale ale EF/TEO (Figura
6.1.a) indica prezenta picaturilor TEO ca sfere luminoase in matricea EF intunecata, cu un
diametru mediu de 1,38 + 0,24 um. n timpul interactiunii fasciculului de electroni si datorita naturii
chimice diferite, TEO, IC si EF apar in diverse morfologii si tonuri de gri in imaginile SEM. Prin
urmare, pot fi observate trei tipuri de structuri: componente TEO ca sfere mai albe (Figura 6.1.a) Si
incluziunile IC ca tije (Figura 6.1.c) cu structura cristalina, incorporate in matricea filmului ca o
pelicula continua, omogena (structura amorfa).

o @

Figura 6.1. Analiza SEM a filmelor EF/TEO (a) si a filmelor EF/IC1 (b), EF/IC2 (c) si EF/IC3 (d).

Evaluarea SEM a sectiunii transversale a EF/IC (Figura 6.1.b—d) a relevat prezenta
structurilor cristaline monaciclice tipice, caracteristice materialului incapsulant B-CD Complexele
de incluziune au diametre cuprinse intre 466,20 nm (IC1) si 1,92 ym (IC3), majoritatea avand un
diametru de 1 nm. Figura 6.1.c prezintd cel mai bine sectiunea transversala a EF/IC2, cu
numeroase nanostructuri de incapsulare, dreptunghiulare dar si sfere de TEO.
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Caracterizarea materialelor componente ale filmelor prin spectroscopie in infrarosu
transformata Fourier
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Figura 6.2. Spectrele FTIR aliniate (a) si analiza PCA a scorurilor cu reprezentarea celor doua componente
principale (PC1 si PC2) pentru EF/IC1, EF/IC2, EF/IC3 si control EF/B-CD, (b); si contributia spectrelor la
structura (Loadings) pentru EF/IC1 (c)

La 3293 cm™ toate picurile largi corespund legaturii O—H in filmele EF/IC1, EF/IC2, EF/IC3 Si
EF/B-CD, asa cum se observa in Figura 6.2.a. Cea mai mare intensitate a legaturilor O-H au fost
prezente in EF/IC3 si EF/IC1, sugerdnd un numar mai mare de legaturi O-H in comparatie cu
EF/IC2, in timp ce cele mai putine legaturi O-H au fost gasite in filmele cu B-CD, considerate

martor.

Scorurile din Figura 6.2.b arata ca cea mai mare parte a variatiei este explicata de PC1 (85
%) si 10 % este explicatd de PC2. in cadranul 1, sunt pozitionate EF/IC1 si EF/IC3 care prezinta
multe asemanari ale intregului spectru FTIR, in timp ce in cadranul 2, controlul EF/B-CD are
caracteristici diferite. Interesant este ca EF/IC2 prezinta un spectru diferit fatd de EF/IC1 si EF/IC3,
fiind pozitionat intr-un cluster diferit, in cadranul 4 care ar putea sugera mai putine grupuri

functionale libere datorita unei mai bune interactiuni cu compozitia biopolimerica EF.
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Determinarea grosimii

Filmele obtinute in aceasta lucrare au avut grosimi cuprinse intre 0,362 si 0,370 mm, fara
diferente semnificative (p >0,05), comparabile cu filmele produse cu izolat proteic din zer (WPI) cu
valori intre 0,43 si 0,46 mm (Socaciu, 2020).

Tabelul 6.1. Grosimea, substanta uscata si activitatea apei

Film Grosimea (mm) SU (%) ay

EF/IC1 0,362 +0.034" 84,467 + 8,393° 0,533 + 0,052°
EF/IC2 0,370 + 0,038" 83,661 + 8,402° 0,552 + 0,051°
EF/IC3 0,366 + 0,035 83,565 + 8,326° 0,539 + 0,054°
EF/TEO 0,314 +0,033" 82,296 + 8,224° 0,507 + 0,054°

*) Valorile obtinute sunt media + SD a trei repetari independente. Diferite litere obtinute prin
metoda ANOVA si testul post-hoc Tukey la p < 0,05 indica diferente semnificative intre probe.

Determinarea substantei uscate

Substanta uscata (SU) este o caracteristica importanta a filmelor in evaluarea performantei
filmului, deoarece o valoare scazuta a substantei uscate si, implicit, o valoare mare a umiditatii
filmului, poate modifica proprietatile filmului si mai ales a alimentelor acoperite de film, datorita
migrarii sau transferului de umiditate (Othman si colab., 2017).
Dupa cum se poate observa in Tabelul 6.1. continutul de SU al filmului EF/TEO a fost de 82,296 +
8,224 %, in timp ce SU creste odata cu adaugarea IC-urilor in film. SU a filmelor cu IC are valori
apropiate, fara diferente semnificative (p > 0,05).

Determinarea activitatii apei
Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 6.1.
Determinarea permeabilitatii la vaporii de apa
EF/IC1 si EF/IC2 au o permeabilitate mai mare la vaporii de apa cu 13 % fata de EF/TEO,

EF/IC3 cu 36 %, aceasta proba fiind diferita semnificativ fatda de EF/TEO, iar EF/ B-CD are o
permeabilitate cu 11 % mai mica in comparatie cu EF/TEO (Figura 6.4.).
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Figura 6.4. Permeabilitatea la vaporii de apa a filmelor EF/IC1, EF/IC2, EF/IC3, EF/TEO si EF/ 3-CD.
Valorile obtinute sunt media £ SD a trei analize. Literele diferite obtinute prin metoda ANOVA si testul post-
hoc Tukey la p < 0,05 indicé diferente semnificative intre probe.
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Determinarea indicelui de umflare

Valorile calculate arata ca filmele analizate au un comportament similar fata de indicele de
umflare (Figura 6.5.)..
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Figura 6.5. Influenta EO adaugat in filmele proteice sub diferite forme (complexele de incluziune IC1, IC2,
IC3) si EF/ EO fata de filmul cu B-CD fara ulei asupra indicelui de umflare (SI).
Valorile obtinute sunt media + SD a trei analize. Literele diferite obtinute prin metoda ANOVA si testul post-
hoc Tukey la p> 0,05 nu indica diferente semnificative intre probe.

Determinarea opacitatatii si transmitantei filmelor

Deoarece valorile transmitantei au fost sub 90 % in toate formulele, toate filmele pot fi
considerate semi-transparente. (Socaciu si colab., 2020).

Tabelul 6.2. Transmitanta filmelor (%) la diferite lungimi de unda (nm). Efectul asupra transmitantei a uleiului
esential TEO adaugat in filme incapsulat sub formé de IC, in comparatie cu filmul cu TEO neincapsulat

e Anm) 450 500 550 600 650

S
23,08 + 24,79 + 26,03 + 27721 + 28,29 +

EFITEO 2,25° 2,42° 2,55° 2,62° 2,82°

EF/ 1C1 20,31 + 22,53 + 24,43 + 26,11 + 2747 +
2,01° 2,15° 2,32° 2,45° 2,64°

EF/ 1C2 37,11 + 40,85 + 44,04 + 46,42 + 48,46 +
3,65% 4,012 4,37% 4,55% 4,718

EF/ 103 2051 & 3234 + 3481 + 36,72 + 38,27 +
2,84 3,01 3,32 3,51 3,61
1556 + 17,11 + 18,22 + 19,32 + 20,30 +

EF/B-CD 1,52¢ 1,68° 1,93¢ 2,10° 1,95°

Valorile obtinute sunt media + SD a trei analize. Diferite litere obtinute prin metoda ANOVA si testul post-hoc
al lui Tukey la p < 0,05 indicéd diferenfe semnificative intre probe.

Opacitatea filmului EF/IC2 are cea mai mica valoare in comparatie cu celelalte filme
analizate. Opacitatea mai mare in cazul EF/IC1lse poate datora unui numar mai mare de molecule
de B-CD incarcate sau neincarcate cu molecule de ulei, uleiul ramas la suprafata favorizéand
trecerea luminii. Cu toate ca a crescut concentratia de pudra din filme, opacitatea nu a crescut, ci a
scazut in filmele EF/IC2 si EF/IC3 probabil pentru ca, ramanand o parte din TEO la suprafata,
acesta a scazut opacitatea filmelor, nefiind insa diferente semnificative (p > 0,05) intre EF/IC2 si
EF/IC3. (Figura 6.6.).
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Figura 6.6. Opacitatea filmelor EF/TEO, EF/IC1, EF/IC2 si EF/IC3
Valorile obtinute sunt media + SD a trei analize. Diferite litere obtinute prin metoda ANOVA si testul post-hoc
al lui Tukey la p <0,05 indica diferente semnificative intre probe.

Determinarea activitatii antimicrobiene a filmelor

Toate EF cu TEO neincapsulat au avut un efect antimicrobian fata de microorganismele
testate, cu diametrele de inhibitie variind de la 20,71 mm (R. glutinis) la 47,57 mm (G. candidum),
cu valori semnificativ diferite (Tabelul 6.3.).

Tabelul 6.3. Zonele de inhibitie ale EF cu TEO neincapsulat (martor) si TEO incapsulat (IC1, IC2, IC3) fata
de microorganismele test.

Zona de inhibitie

Proba (mm)
Control
Microorganisme EF/TEO EF/IC1 EF/IC2 EF/IC3
B. cereus 883’2?,A £ 3400+ 0,51%8 33.47 +0.24*® 3308 + 0,40*®
G. candidum 47,57 +0,25° ND” ND ND
R. glutinis 207 15631064 14,20 £ 062 45 44+ 0,40°C

* Diferite litere cu majuscule mici indica diferente semnificative (p < 0,05) pe coloane si majuscule pe randuri,
estimate prin ANOVA unifactoriala si testul Tuckey post-hoc; **ND-nedetectat. Rezultatele sunt media + SD
a trei teste independente, exprimate in mm.

Activitatea antimicrobiana a compusilor incapsulati este de obicei mai mare decéat cea a
compusilor sub forma libera (Matouskova si colab., 2016), dar exista si exceptii (Bilenler si colab.,
2015), precum este si acest caz.

Efectul antimicrobian al EF/CD-TEO a fost clasificat ca fiind puternic pentru zone de inhibitie

mai mari sau egale cu 20 mm, moderat pentru zone de inhibitie cuprinse intre 12 mm si 20 mm si
fara efect inhibitor pentru zone de inhibitie mai mici de 20 mm (Rao si colab., 2019).

Activitatea antiradicalica a filmelor

A fost analizaté proprietatea antiradicalica a filmului EF/TEO si a filmelor cu IC, cu
concentratii crescatoare de TEO incapsulat (Figura 6.7.).
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Figura 6.7. Activitatea antiradicalica a filmelor EF/TEO, EF/IC1, IC2, EF/IC3.
Valorile obtinute sunt media + SD a trei analize. Literele diferite obtinute prin metoda ANOVA si testul post-
hoc al lui Tukey la p < 0,05 indica diferente semnificative intre probe.

Filmul care contine TEO liber, EF/TEO, a avut cea mai buna activitate antiradicalica (82,11
%), datoritd concentratiei mai mari de fenoli. Cea mai mare activitate antiradicalica obtinuta de
EF/IC a fost obtinutd de EF/IC2, cu o valoare a inhibitiei de 51,73 + 5,96 %, urmata de IC1 cu o
inhibitie de 43,82 + 43,82 % si de IC3 cu o inhibitie de 21,53 + 2,93 %. Proportia de TEO
incapsulat in B-CD a influentat semnificativ aceasta proprietate. Valoarea inhibitiei EF/IC2, a fost
cea mai apropiata de cea a EF/TEO.

Testul de eliberare al TEO din EF in simulanti alimentari

S-au folosit doi simulanti alimentari (etanol 95 % si apa) cu polaritati diferite pentru a studia
eliberarea de compusi volatili (VOC) incapsulati in B-CD din EF. Difuzia are loc, mai intai, prin
migrarea solutiei in exteriorul matricei polimerice, care produce o slabire a retelei, urmata de
difuzarea VOC in solutia exterioara. Procesul se desfagoard pana la atingerea echilibrului
termodinamic (Sanchez si colab, 20117).

Dupa cum se poate observa in Figura 6.8.a, difuzia este mai intensa in solutia etanolica
decét in apa (Figura 6.8.b), unde procesul are loc intr-un ritm mai lent. Rata de eliberare dupa 48
de ore, la 25 °C, in apa, atinge aproape 40 % in comparatie cu aproape 70 % in etanol.

Timpul pana la atingerea unui cvasi-echilibru in etanol, ca simulant, din EF/IC mentinut la 25 °C,
este de aproximativ 24 de ore si, dupa 48 de ore, filmele au inceput sa se deterioreze lent in
solutia simulant.
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Figura 6.8. Cinetica de eliberare a VOC din EF/IC la 25 °C in doi simulanti: (a) in etanol 95 % si
(b) in apa distilata. Valorile reprezentate in grafice sunt media a trei repetari independente.
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6.5. Concluzii

Analiza microstructurii filmelor a indicat prezenta in flme a complexelor de incluziune cu
diametre in domeniul nanometrilor.

Filmul EF/IC2 a avut cele mai mari valori ale transmitantei la toate lungimile de unda
masurate, ceea ce semnifica o transparenta buna si un potential mai mare de aplicabilitate ca filme
comestibile, in industria alimentara, pentru alimente in culori deschise, comparativ cu celelate
complexe de incluziune. De asemenea, opacitatea sa este cea mai mica, in comparatie cu
celelalte filme analizate.

Rezultatele raportate indica faptul ca filmele comestibile cu IC ar putea proteja principalele
substante volatile active cu actiune impotriva bacteriilor si drojdiilor, dar care prezinta si o buna
activitate antioxidanta. Filmele cu TEO neincapsulat prezentat WVP mai scazuta decéat filmele cu
TEO incapsulat in B-CD.

Spectrele FTIR au aratat ca EF/IC-urile au picurile de vibratie diferite in comparatie cu EF cu
B-CD. Rezultatele raportate indica faptul ca filmele comestibile cu IC ar putea proteja alimentele
prin activitatea antimicrobiand, dar prezinta si o buna activitate antioxidanta. Cu toate acestea, a
existat o reducere semnificativa a activitatii antifungice in filmele cu TEO/B-CD comparativ cu
EF/TEO. incapsularea a permis o retinere mai buna a substantelor volatile in structura filmului si o
eliberare treptata a substantelor volatile, cu viteze de eliberare mai lente in apa decét in solutia de
etanol 95 %.

Nu s-au observat diferente semnificative intre cele trei formule de filme studiate in ceea ce
priveste indicele de umflare, WVP si activitatile antimicrobiene si antioxidante, probabil datorita
interactiunilor dintre biopolimerul pe baza de zer si complecsii de incluziune TEO/B-CD.

Aceste filme ar putea fi folosite ca ambalaje pentru matrici alimentare compatibile, adica in
industria bréanzeturilor, unde ar putea exercita o activitate antioxidanta si antimicrobiana
protectoare impreuna cu un rol aromatizant.

7. Functionalizarea si imbunatatirea proprietatilor mecanice ale filmelor biocompozite,
utilizadnd metoda de electrofilare

7.1. Introducere

Acidul polilactic (PLA) este unul dintre cele mai promitatoare materiale din surse
regenerabile, deoarece are proprietati termoplastice, este biodegradabil, biocompatibil si are
rezistenta ridicata si procesabilitate buna. PLA este un poliester alifatic, cu proprietati
termoplastice, produs prin fermentarea bacteriana a resurselor regenerabile vegetale, cum ar fi
amidonul de porumb, trestia de zahar, radacinile de tapioca si amidonul de cartofi. Fibrele
electrofilate din PLA pot fi folosite ca strat suplimentar intr-un sistem de ambalare multistrat pentru
a imbunatati proprietatile mecanice si functionale ale ambalajului. PLA are proprietati unice, cum ar
fi biocompatibilitatea si non-toxicitatea (Suner si colab, 2022).

Nanofibrele sunt o noué clasa de materiale care prezintad proprietati unice, cum ar fi raportul
suprafata-volum mare, grosime redusa si dimensiunea mica a porilor in comparatie cu fibrele
uzuale. Electrofilarea este o tehnica utilizata datorita simplitatii, versatilitatii, rentabilitatii si, de
asemenea, capacitatatii de a fila o gama larga de polimeri sintetici si naturali cu diametre la scara
nanometrica (Parin si colab., 2021).

Sistemele multistrat reprezinta o alternativa promitatoare pentru aplicatile de ambalare
datorita efectului sinergic al materialelor utilizate.

Filmele biocompozite formate din doua straturi, unul din proteine din zer si altul din acid
polilactic (PLA), ar putea oferi o rezistentd mecanica mai mare si proprietati de barierd mai bune in
comparatie cu filmele monostrat. Tn plus, este bine cunoscut faptul ca filmele monostrat pe baza de
proteine din zer nu pot fi utilizate in aplicatile de ambalare ca ambalaje de sine statatoare din
cauza fragilitatii lor si a premeabilitatii mari fatd de apa.
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7.2. Obiectivele studiului
Obiectivele specifice ale acestei cercetari sunt:

o Obtinerea filmelor pe baza de concentrat proteic din zer functionalizate cu ulei esential de
cimbru (WF/TEO) si caracterizarea acestora.

e Obtinerea filmelor biocompozite (WF/G) prin aplicarea unui strat de nanofibre din PLA, de
diferite densitati, obtinute la diferite durate de electrofilare, pe o parte a filmelor din concentrat
proteic din zer functionalizate cu TEO si caracterizarea filmelor obtinute. Acoperirea filmelor
WEF/TEO cu fibre PLA obtinute prin electrofilare a fost realizata utilizand timp diferit, 90, 150,
210 min- folosind o pompa si un singur ac si 210 min- folosind un sistem de electrofilare fafa-
in-fatéd (doua ace si doua pompe), filmele obtinute fiind codificate WF/G1, WF/G2, WF/G3 si,
respectiv, WF/G4.

7.3.2. Obtinerea filmelor biocompozite
Filmele biocompozite s-au obtinut in doua etape principale:

a) Obtinerea filmelor proteice cu ulei esential de cimbru cu timol neincapsulat in proportie
de 3 %, s-a realizat conform protocolului descris in capitolul 6.3.2.

b) Acoperirea filmelor proteice obfinute in etapa a) cu fibre PLA prin electrofilare

Filmele din proteine din zer au fost obtinute prin turnare urméand protocolul publicat de Lanciu
si colab. (2023), usor modificat. Solutiile filmogene au fost functionalizate cu TEO (3 % g/g)
datorita proprietatilor antimicrobiene si antiradicalice (Nieto si colab., 2020). Acest ulei esential a
fost ales datorita continutului ridicat de carvacrol, timol si p-cimen si alte terpene bine cunoscute cu
proprietati antimicrobiene, tindnd cont de concentratia eficienta aratata in alte cercetari similare
efectuate de grupul nostru (Bleoanca si colab., 2022; Bleoanca si colab., 2020, Bleoanca si colab.,
2016; Lanciu si colab., 2023). Tratamentul de sonicare, procesul de degazare si metoda de
uscare au fost similare cu protocolul publicat descris de Lanciu si colab. (2023).

Peletii de PLA (10 % w/w) au fost solubilizati intr-un amestec 3:1 cloroform: acetona.
Solubilizarea s-a produs sub agitare magnetica, la 50 °C si 250 rpm, pana la solubilizarea
completd obtindndu-se o solutie vascoasa. Procesul de electrofilare a fost realizat folosind o
unitate de electrofilare Nanofiber (TL-Pro-BM, Tong Li Tech, China) la temperatura camerei de 22
+ 1 °C si umiditate relativa de 30 + 5 %.

Pentru electrofilarea solutiei PLA s-au folosit siringi de 25 mL si ace de otel de calibru 19,
conectate la electrodul incarcat pozitiv, care a fost alimentat de un furnizor de curent continuu de
inalta tensiune. Filmele din zer au fost fixate pe un colector si solutia de PLA a fost alimentata
direct sub forma unui strat fibros, la un debit de 0,5 ml/h. A fost utilizat un glisor orizontal in
miscare pentru filare, cu o viteza de scanare de 20 mm/s. Ceilalti parametrii de electrofilare care
au fost selectati: viteza de rotatie a colectorului 20 rpm, tensiunea aplicata: (+) 15 kV, (-) 8kV.
Distanta dintre colector si ac a fost de 30 cm distanta intre varful acului si colector si inclinatia de
75° fata de generatorul colectorului tambur.

S-au obtinut 4 formule de filme (Figura 7.2.) folosind un timp diferit de electrofilare, cu o
pompa pornita: WF/G1 (90 min., 1 pompa), WF/G2 (150 min., 1 pompa), WF/G3 (210 min., 1
pompa) si, intr-un canal dublu configurat independent, cu doua pompe cu seringi fata in fata,
indreptate catre fiecare parte a colectorului, WF/G4 (210 min., 2 pompe).
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Figura 7.2. Filmul fara acoperire WF/TEO si filmele bistrat WF/G1-G4 strat intretesut de PLA
7.3. Rezultate si discutii
Evaluarea microstructurii filmelor biocompozite prin SEM

Prin electrofilare se obtin fibre, iar diametrul fibrei poate fi influentat de mai multi factori, cum
ar fi tipul de polimer, structura conformationald a lantului polimeric, conductivitatea electrica,
vascozitatea, polaritatea si tensiunea superficiala (Aydogdu si colab., 2019).

Imaginea in sectiune a filmelor indica grosimi diferite ale stratului fibros PLA pentru filmele
WF/G1, WF/G2, WF/G3 si WF/G4 cu urmatoarele valori: 9,623 + 2,857 ym, 11,122 + 0,527 pm,
20,325 + 1,147 ym si 69,905 * 2,347 ym (Figura 7.5.).

! _L 1 9.623+2.857um WF/GZ

WF/G3 ':, \ ,:. S . M35+ 1147m WF/G4 ,(; ¥ AN A ) ‘. 69.905:2347um

a b a b

Figura 7.5. Analiza morfologica a straturilor de fibore WF/ G1 — G4. (a) vedere de sus a fibrelor mat;
(b) sectiune transversala cu grosimea estimata a stratului PLA data ca medie * abatere standard.
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Se observa ca in cazul filmelor WF/G1-4 valorile stratului nanofibros PLA sunt crescatoare.
Comparativ cu WF/G4, WF/GL1 are o grosime a stratului PLA de 7,26 ori mai mica, WF/G2 de 6,28
ori mai mica, iar WF/G3 de 3,43 ori mai mica, rezultatele corelandu-se cu cresterea timpului de
electrofilare de la WF/G1 la WF/G3 si cu introducerea unei noi pompe cu seringa pentru WF/G4,
cu pastrarea timpului de 210 min de electrofilare.

Tn acest studiu, toate fibrele din PLA au avut o structurd omogend, fara aglomerari, cu forme
sferoide (Figura 7.5.), deci putem afirma ca au fost atinse conditii adecvate de electrofilare.
Evaluarea SEM a suprafetei filmelor biocompozite a relevat faptul ca fibrele PLA au o forma
cilindrica cu o suprafata neteda si un diametru mediu Feret, prezentat in Figura 7.5.b, care a variat
de la 3,294 + 1,885 uym pentru WF/G1 la 0,2291 + 0,1687 ym pentru WF/G4, dar sunt prezente
aleatoriu si nanofibre cu diametrul de 800 nm.

Imaginea SEM prezinta stratul nanofibros intretesut. Prin urmare, tehnica de electrofilare
poate fi utilizata pentru a produce nanofibre cu diametre uniforme.

Caracterizarea materialelor componente ale filmelor biocompozite prin FTIR

Pentru a putea analiza mai bine spectrele, acestea au fost separate in doua intervale: a)
regiunea analiticd peste 1500 cm™ si b) regiunea amprentei FTIR de la 600 la 1500 cm™ lungime
de unda. Pentru regiunea lungimii de unda de peste 1500 cm™ are o structura caracteristica diferita
fata de celelalte filme biocompozite, si anume WF/G1 , WF/G2 si WF/G3. Vibratiile inregistrate in
spectrului WF/G4 sunt mai strans legate de spectrul PLA decét de G1, G2 si G3, care sunt mai
aproape de spectrul WF/TEO. Acest lucru poate fi observat din analiza PCA cu doua componente
principale care explica 99% din totalul variantei.

Prin analiza PCA, variatia totalda a fost explicatd de doud componente. Componenta
principald PC1, care explica cea mai mare parte a variatiei sistemului (91 %), pe abscisa, in timp
ce PC2, plasata in ordonata explica doar 8 % din variatia totala. Din graficul scorului au rezultat
doua clustere, unul in care sunt grupate WF/G4 si PLA si unul cu WF/G1, WF/G2, WF/G3 si
WF/TEO, grupate in acelasi cadran. Astfel, se poate afirma ca odatd ce grosimea structurii
fibroase PLA este mai mare, spectrele sunt mai putin influentate de proteinele din zer si TEO
prezente in structura compozitelor si mai mult influentate de proprietatile PLA.

Determinarea grosimii

Filmele biocompozite au obtinut grosimi cuprinse intre 0,404 + 0,01 mm si 0,468 + 0,01 mm
(Tabelul 7.1.) fara diferente semnificative intre probe (p > 0,05).

Tabelul 7.1. Grosimea, continutul de umiditate si solubilitatea in apé a filmelor

Grosimea MC Solubilitatea

Film (mm) (%) i(;))apé

WF/TEO 0,369 +0,01% 49,14 + 1,85% 81,33 £ 6,45%
WF/G1 0,404 +0,01% 48,59 * 3,15% 80,66 + 7,23%
WF/G2 0,404 +0,01% 40,36 + 2,62° 78,15 + 8,22°
WF/G3 0,419 + 0,012 41,34 +4,06*° 66,28 +6,92°
WF/G4 0,468 + 0,01% 41,13 £3,27% 63,67 +7,04%

*) Valorile obtinute sunt media a trei analize t deviatia standard (SD). Litere diferite indicé diferente
semnificative intre probe (p < 0,05), conform metodei ANOVA si a testul post-hoc Tukey .
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Continutul de umiditate (MC) al filmelor obtinute a variat intre 41,13 + 3,27 % si 49,14 + 1,85
% (Tabelul 7.1.).

Valori scazute ale solubilitatii in apa indica o rezistenta a filmelor impotriva patrunderii
moleculelor de apa, caracteristica necesara pentru filmele comerciale (Mohammadi si colab.,
2020). Filmele au obtinut valori ale solubilitatii in apa cuprinse intre 63,67 + 7,04 % si 81,33 + 6,45
% (Tabelul 7.1.), fara diferente semnificative (p > 0,05) intre ele, in ciuda unei scaderi evidente a
solubilitatii in apa, odatd cu aplicarea si cresterea grosimii stratului nanofibros de PLA, de la
WF/TEO la WF/GA4.

Determinarea permeabilitatii la vaporii de apa

Din rezultatele obtinute se observa faptul ca WVP a scazut odata cu cresterea grosimii
stratului de fibre PLA electrofilate (Figura 7.7.).

WVP a inregistrat o scadere cu 18,57% cand timpul pentru electrofilare a crescut de la 90
min in WF/G1 la 210 min in WF/G3 si cu 33,73% céand fibrele au fost produse cu doua ace unul in
fata celuilalt, timp de 210 min in WF. /G4. Rezultatele obtinute in acest studiu sunt in acelasi
interval cu cele raportate de Roy si Rhim (2020) pentru compozitele PLA/curcumina.
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Figura 7.7. Efectul grosimii stratului nanofibros de PLA asupra permeabilitatii vaporilor de apa a
filmelor biocompozite WF/G.

Valorile obtinute sunt media a trei analize + SD. Literele diferite indica diferente semnificative intre probe (p <
0,05) conform metodei ANOVA si a testului post-hoc Tukey .

Determinarea permeabilitatii la gaze

In mod surprinzator, permeabilitatea la O, nu a aratat diferente semnificative (p < 0,05) cu
cresterea grosimii stratului de PLA (Figura 7.8.). Cu toate acestea, filmele pe baza de proteine din
zer se caracterizeaza printr-o bariera excelentad impotriva oxigenului, datorita naturii lor extrem de
polare si a spatiului liber mai mic dintre lanturile polimerice in timp ce armarea cu PLA maresc
proprietatile barierei.

Permeabilitatea la CO, a scazut odatad cu cresterea grosimii stratului de PLA cu diferente
semnificative (p < 0,05). (Figura 7.8.)
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Determinarea culorii i opacitatatii

Valorile pozitive a* si b* prezentate in Tabelul 7.2. indicd nuante de galben si rosu ale
materialelor biocompozite analizate, in timp ce valorile negative pentru b* arata prezenta tonurilor
de albastru doar in filmul fara PLA (WF/TEO). Pentru toti parametrii CIELab, valorile WF/TEO
(controlul fara fibre) sunt semnificativ diferite de WF/G (cu fibra PLA). (Tabel 7.2.)

Tabelul 7.2. Parametrii de culoare ai filmelor biocompozite

. H Chroma Opacitatea
Film L* a* b* =0
() (Cap) (%)
45,19+ 012 + -020 + 120,96 + 023 *
WFITEO 2,56 0,09° 0,03¢ 10,52 0,01° ND
6412 + 154 + 6,09 =+ 75,81 + 629 + 58,04 +
WF/G1 4,40° 0,15° 0,61° 3,12° 0,62° 5,5°
WEG2 6333 + 185 x 536 & 7096 + 567 + 62,72 +
3,31° 0,18° 0,52 413" 0,57%° 6,10°
WEG3 0440 & 155 & 470 & 7175 + 495 + 69,17 +
3,40° 0,15° 0,41°¢ 419" 0,49°¢ 7,20%°
64,23 + 1,71 + 400 * 66,85 + 435 + 80,44 +
WF/G4 3,04% 0,17% 0,42° 5,47° 0,42° 8,10°

Valorile obtinute sunt media a trei analize * SD. Literele diferite obfinute indica diferente semnificative (p <
0,05) intre probe, asa cum rezulta din aplicarea metodei ANOVA si a testului post-hoc Tukey

Nuanta filmelor nu difera semnificativ, nuanta galbena este din ce in ce mai redusa odata cu
cresterea grosimii stratului PLA. A fost determinata o luminozitate cu diferente nesemnificative (p >
0,05) intre filmele analizate iar valoarea celei mai putin intense culori, croma (Cab*), a fost
determinata pentru WF/G4, filmul cu cel mai gros strat PLA.

Rezultatele indica faptul ca opacitatea filmelor biocompozite creste cu grosimea stratului de
PLA aplicat prin electrofilare (Tabel 7.2.). Valorile mai mari ale opacitatii pot reprezenta un avantaj
pentru alimentele sensibile la factorii externi, spre exemplu pentru cele sensibile la actiunea
luminii, unde ar putea avea loc reactiji oxidative in produsul alimentar.

Céand este comparat filmul WF/G cu WF/TEO, valoarea AE > 12, pentru toate probele (Tabel
7.3.), ceea ce sugereaza diferente semnificative de culoare fatd de martor (Bleoanca si colab.,
2022). Pentru WF/G4, AE variaza intre 1,5 -3,0 indicand o diferenta semnificativa de culoare
perceptibila, care poate fi observata cu usurinta de consumatori cu ochiul liber.

Tabelul 7.3. Diferenta de culoare (AE) a filmelor biocompozite fatd de WF/TEO si fatd de WF/G1

e AE fats de WF/TEO AE fata de WF/G1
WF/TEO - -

WF/G1 19,99 + 1,03° :

WF/G2 19,05 + 0,98° 1,12 +0,0°
WF/G3 19,98 + 0,872 142 + 0,02b
WFI/G4 19,56 + 0,79°% 2,10 + 0,042

Valorile obtinute sunt media a trei analize + SD. Literele diferite obtfinute indica diferente semnificative (p <
0,05) intre probe, asa cum rezulta din aplicarea metodei ANOVA si a testului post-hoc Tukey .

Determinarea activitatii antimicrobiene

S-a observat ca filmul cu TEO a inhibat dezvoltarea microorganismelor, prezentand zone
de inhibitie diferite Tn functie de microorganismul testat (Tabelul 7.4.)
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Tabelul 7.4. Zone de inhibitie (mm) ale filmelor cu TEO

Microorganism WF/TEO WF/G1 WG/G2 WF/G3 WF/G4

test

B. cereus 38,99+ 0,36 37,64+0,77° 37,39+0,72® 37,53 +0,48% 37,26+ 1,07°
G. candidum 4547 +0,25°  4505+0,72° 44,87 +0,66° 44,31+0,22° 44,76 + 1,09°
R. glutinis 20,71 +0,53° 21,15+0,35° 20,91 +0,39° 20,12 +0,08° 20,51 + 0,54°

L. monocytogenes 1,00 + 0,15° 0,99+0,02° 0,93+0,00° 0,88+0,09° 0,88+ 0,06"
*) Valorile obtinute sunt media a trei analize £+ SD. Literele diferite obtinute indicé lipsa unor diferente
semnificative (p > 0,05), pe rénduri, intre proba neacoperita (WF/TEQ) si celelalte probe, asa cum rezulta din
aplicarea metodei ANOVA si a testului post-hoc Tukey .

Cel mai mare efect inhibitor a fost fata de G. Candidum, urmat de B. cereus, aproximativ
50% din activitatea antimicrobiana mai mare a fost inregistrata pentru R. glutinis.

Determinarea activitatii antiradicalice

EF/TEO a prezentat o valoare a inhibitiei radicalilor liberi de 89,032 + 8,9 %.
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Figura 7.9. Activitatea antiradicalica a filmului control fara TEO si a filmului cu TEO, WF/TEO
(WF/G1, WF/G2, WF/G3, WF/G4)

Valorile obtinute sunt media a trei analize + SD. Literele diferite obtinute indicé diferenfe semnificative (p <
0,05) intre probe, asa cum rezulté din aplicarea metodei ANOVA si a testului post-hoc Tukey.

Determinarea proprietatilor de bariera ale filmelor biocompozite determinate prin
cromatografie de gaze -spectrometrie de masa SPME (GC-MS)

Un numar total de 14 VOC care provin din extractul TEO au fost identificati, in mod
provizoriu, utilizdnd biblioteca NIST in filmele WF/G. Cel mai abundent constituent ai VOC din
filmele WF/G este timolul.

Faptul ca odata cu cresterea grosimii stratului de PLA, difuzia compusilor volatili prin el este
redusa inseamna o protectie suplimentara impotriva pierderii TEO, si o eliberare mai lenta a
compusilor activi din matricea filmului pe baza de concentrat proteic din zer functionalizat cu TEO
care ar putea duce la o protectie mai indelungatd a alimentelor acoperite de acest material
compozit, in comparatie cu un film monostrat cu TEO, neacoperit cu nanofibre PLA.

Proprietati bune de bariera au fost prezentate de WF/G4, pentru care borneol, 2-caren,
santolina trien au avut o difuzie foarte scazuta prin stratul PLA, in timp ce pentru majoritatea VOC,
40 péana la 60 % din concentratia initiala era prezenta in faza gazoasa deasupra structurii fibroase
PLA.
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Determinarea proprietatilor de bariera ale filmelor biocompozite fata de octanol determinata
prin SPME GC/MS

Permeabilitatea 2-octanolului prin stratul de PLA a fost evaluata pentru toate probele in
comparatie cu martor (WF/TEO).

Reducerea considerabila a permeabilitatii octanolului in toate filmele compozite (WF/G1,
WF/G2, WF/G3), dar mai ales in WF/G4 in comparatie cu martor, este un indicator ca materialele
compozite cu proprietati bune de bariera pot fi obtinute folosind fibre PLA electrofilate.

Analiza mecanica

Proprietatile mecanice precum rezistenta la tractiune (TS), alungirea la rupere (Eb) sunt
factori importanti in studierea filmelor pentru aplicatile de ambalare. TS si Eb indica capacitatea
filmelor de a mentine integritatea sub stresul care apare in timpul procesarii, manipularii si
depozitarii materialelor ambalate (Salmieri si colab., 2014).

Rezultatele analizei proprietatilor mecanice ale filmelor biocompozite sunt prezentate in
Tabelul 7.6. Rezultatele experimentale arata o crestere de pana la 159% a rigiditatii cu cresterea
timpului de electrofilare de la 0 la 210 min. Adaugarea unei a doua pompe a dus la o crestere
considerabila a rigiditatii filmului. Filmul WF/G4 are cel mai mare modul Young (5,16 ori mai mare
decat WF/TEO si de aproximativ 2,0 ori mai mare decat WF/G3), iar acest lucru se explica prin
faptul ca grosimea stratului nanofibros PLA WF/G4 este de 3,44 ori mai mare decat a filmului
WF/G3, avand o contributie semnificativa asupra rigiditatii.

Tabelul 7.6. Parametrii analizei mecanice a filmelor

Filme Timp Modulul lui Rezistenta la Grosimea flimului Grosimea
(s) Young (MPa) tractiune (mm) stratului PLA
Ts (MPa) (um)
WF/TEO 0 2,390+ 0,040  0,206+0,005° 0,369 +0,010° O
WF/G1 90 4,040 = 1,060°’d 0,214 + 0,040° 0,404 0,010b’c 9,623 +2,857°

WF/G2 150 5,160 + 1,020°° 0,328 £0,005° 0,404 + 0,010 11,122 +0,527°
WF/G3 210 6,200+ 0,460°  0,374+0,019° 0,419+0,010° 20,325 +1,147"
WF/G4 210 12,340 +0,020° 0,557 +0,044* 0,468 +0,010° 69,905 + 2,347°

Valorile obtinute sunt media a trei analize +SD. Diferitele litere obtinute indicé diferente semnificative (p <
0,05) intre probe determinate de ANOVA si testul post-hoc al lui Tukey.

Valorile modulului Young raportate in acest studiu sunt apropiate de valorile raportate pentru
pelicula PLA cu 18,0 % acid lactic oligomeric utilizat ca plastifiant si 1,8 % nanoparticule de MgO
(Leonés et al., 2023).

Pentru filmele obtinute cu o seringd si o pompa, rezistenta la tractiune a crescut cu
aproximativ 81,5 % odata cu cresterea timpului de electrofilare de la 0 la 210 min, asa cum se
observa in Tabelul 7.6. Din nou, filmul WF/G4 are cea mai mare rezistenta la tractiune de
aproximativ 2,70 ori mai mare decat WF/TEO si de 1,49 ori mai mare decat WF/G3, datorita
stratului nanofibros de PLA.

Alungirea la rupere a fost de 1,74 ori mai mare WF/G4 decat WF/G1.
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7.5. Concluzii

In aceast& cercetare s-au obtinut filme biocompozite din proteine din zer cu TEO si fibre din
PLA. Fibrele PLA obtinute prin electrofilare au o forma cilindrica, o suprafata neteda, cu valori ale
diametrului de ordinul micro- si nanometrilor.

Opacitatea filmelor biocompozite a crescut, concomitent cu cresterea grosimii stratului
nanofibros de PLA. Filmele cu cea mai mare opacitate ar putea proteja mai bine produsele
alimentare de modificari usoare ale aspectului si de oxidarea lipidelor in alimentele cu continut
ridicat de lipide nesaturate.

Filmele biocompozite au prezentat o crestere a proprietatilor de bariera fata de principalii
compusi volatili acoperiti cu nanofibre odata cu cresterea grosimii stratului nanofibros de PLA.

WVP a scazut atunci cand grosimea stratului de PLA a crescut ceea ce inseamna ca s-au
imbunatatit proprietatile de bariera ale filmelor fatéd de vaporii de apa, prin procesul de electrofilare.
Permeabilitatea la CO, a scazut si in cazul filmelor cu un strat mai gros de PLA au fost obtnute
valorile cele mai scazute ale permeabilitatii.

Filmele biocompozite prezinta o rigiditate si o rezistenta la tractiune din ce in ce mai mare,
prin cresterea grosimii stratului nanofibros PLA. Rezultatele experimentale arata o crestere a
rigiditatii si, respectiv, a rezistentei la tractiune, cu cresterea grosimii stratului PLA de la filmul
martor neacoperit (flm WF/TEO) la filmul WF/G3. In plus, se observa o crestere considerabila a
proprietatilor mecanice ale filmelor prin adaugarea unei a doua pompe, oferind filme cu cel mai
mare modul Young (5,16 ori mai mare in cazul WF/G4 decat WF/TEQ) si rezistenta la tractiune.

Terpenele volatile (timol, carvacrol, camfen, a-pinen, etc.) ale cimbrului EO au activitate
antimicrobiana impotriva L. monocytogenes Scott A., R. glutinis, B. cereus si G. Candidum.

Avand in vedere rezultatele obtinute, aceasta structura compozita (WF/G4) ar putea fi
considerata adecvata pentru teste ulterioare de compatibilitate, cu scopul utilizarii ca material de
ambalare pentru alimentele sensibile.

8. Obtinerea acoperirilor cu pelicule comestibile active, din zeina, functionalizate cu ulei
esential de dafin, pentru alunele de padure

8.1. Introducere

Alunele sunt o sursa bogata de lipide care contin acizi grasi mononesaturati si polinesaturatj,
care sunt mai susceptibili la oxidare si degradarea enzimatica in timpul depozitarii (Bai si colab.,
2024), facandu-le usor susceptibile la rancezire (Krol si colab., 2020).

Oxidarea lipidelor este influentatda de conditile de depozitare care pot afecta calitatea
alunelor devenind astfel o preocupare majora pentru industria alimentara.

Acoperirea cu un pelicule comestibile reprezinta o solutie pentru extinderea termenului de
valabilitate, fiind astfel aplicat un strat protector comestibil si netoxic pe suprafata nucilor (Bai si
colab., 2024).

O planta simbolicad a culturii grecesti, dafinul (Laurus nobilis) este intalnit in flora spontana
sau este cultivat in bazinul mediteranean, principalele produse comercializate obtinute din aceasta
planta fiind frunzele, sub forma uscata si uleiurile esentiale (Ordoudi si colab., 2022).

Zeina, proteina din endospermul porumbului, reprezinta aproximativ 80 % din continutul total
de proteine din porumb, este o proteina amfifila, avand proprietati atat hidrofobe, cat si hidrofile.

In acest studiu a fost aleasa acoperirea alunelor cu pelicule comestibile pe baza de zein4,
functionalizate cu ulei esential de dafin pentru a preveni oxidarea lipidelor in timpul depozitarii
alunelor de padure, formandu-se astfel o bariera de protectie fata de microorganisme, gaze si
umiditate. Din cunostintele noastre, utilizarea uleiului esential de dafin individual sau in combinatie
cu zeina, nu a fost investigata anterior pentru procesul de imbunatatire al stabilitatii la depozitare a
alunelor de padure, de unde rezultd noutatea prezentului studiu.

30



Dezvoltarea unor solutii de ambalare, biodegradabile, cu rol bioactiv, pentru
produsele alimentare

8.2. Obiectivele studiului

Evaluarea eficacitatii formulei de acoperire cu pelicule comestibile pe baza de zeina (ZEC)
cu ulei esential de dafin (Laurus nobilis), aplicatd pe alunele de padure pentru prevenirea oxidarii
lipidelor si a rancezirii acestora.

8.3.2. Procesul de obfinere a solutiei de acoperire cu pelicule comestibile si
obtinerea alunelor acoperite cu pelicule comestibile

Conform metodei optimizate de echipa noastra de cercetare, solutia de acoperire cu pelicule
comestibile este preparata prin dispersarea a 8 % (g/g) pulbere de zeina in 85 % (g/g) histoalcool,
sub agitare magnetica continua (100 rpm, 10 min). Pentru imbunatatirea proprietatilor, solutia
alcoolica de zeina a fost denaturata termic la 70 = 0,5 °C timp de 30 de min, pe o baie de apa. A
fost adaugat glicerol 5 % (g/g) si ulei esential de dafin 2 % (g/g). Pentru a obtine o emulsie stabila
si omogenad, a fost utilizat procesul de ultrasonare (amplitudine 35 %, 2 min.), folosind o sonda
ultrasonica cu diametrul de 8 mm.

Alunele imersate in solutia filmogena timp de 15 secunde, au fost asezate pe o sita metalica
pentru indepartarea excesului de solutie de acoperire cu pelicule comestibile si apoi au fost uscate
la temperatura camerei (25 °C) timp de 24 de ore (Figura 8.3.).

Au fost obtinute alune cu un strat de acoperire cu pelicula comestibila functionalizata cu ulei
esential de dafin (N-ZEC-1L) dar si cu doua straturi (N-ZEC-2L), al doilea strat fiind aplicat dupa
uscarea completa a primului strat (dupa 30 min de la prima imersie in solutia de acoperire cu
pelicula comestibild). Proba martor a fost reprezentata de alunele acoperite cu solutie filmogena de
zeina fara ulei esential de dafin (N-ZEC-M). Efectul protector al acoperirii cu pelicula comestibila
pe baza de zeina a fost evaluat in timpul testarii accelerate efectuate la 50 £ 0,5°C timp de 30 de
zile.

Figura 8.3. Alune cu acoperire cu pelicula comestibila pe baza de zeina functionalizata cu ulei
esential de dafin
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8.4. Rezultate si discutii

Activitatea antimicrobiana a uleiului esential de dafin

Uleiul esential de dafin are un efect inhibitor fata de microorganismele testate (Tabel 8.1.),
cu diametre ale zonei de inhibiie care variaza intre 21,00 — 30,01 mm, cea mai mare zona de
inhibitie fiind Tnregistrata fata de G. candidum. Zona de inhibitie mai mica, de 21,00 mm, si
valoarea MIC 5,00 mg/mL pentru inhibarea B.cereus indica faptul ca acesta este mai rezistent la
actiunea antibacteriana a uleiului esential de dafin testat, fiind nevoie de o concentratie mai mare
pentru inhibarea sa, in comparatie cu celelalte doua microorganisme testate, unde valoarea MIC
este de 2,50 mg/mL.

Tabelul 8.1. Zone de inhibitie si concentratia minima inhibitorie (MIC) ale uleiului esential de dafin

Microorganism test Zona de inhibifie (mm) MIC (mg/mL)
B. cereus 21,00 + 6,05% 5,00
P. expansum 22,00 + 4,05% 2,50
G. candidum 30,01 £ 5,05 2,50

Valorile obtinute sunt media a trei analize +SD. Diferitele litere obtinute indica diferenfe semnificative (p <
0,05) intre probe determinate de ANOVA si testul post-hoc al lui Tukey.

Cromatografia de gaze -spectrometria de masa SPME (GC-MS) a uleiului de dafin si a
alunelor de padure cu acoperire cu pelicule comestibile

Rezultatele indica faptul ca o-cimenul este componentul major al uleiului esential de dafin,
cu o arie de 49.65 %, identificat la timpul de retentie mediu (Apex RT) de 12,6 min. Alte
componente precum 1R-a-pinen, camfen, 3-caren, au un continut remarcabil in uleiul de dafin.

Toate componentele volatile identificate in uleiul de dafin se regasesc si in alunele
acoperite cu un strat sau cu doua straturi de acoperire cu pelicula comestibila pe baza de zeina si
ulei esential de dafin, la acelasi timp de retentie ca al uleiului esential de dafin.

Tabelul 8.2. Componentele volatile ale uleiului esential de dafin gi ale alunelor cu acoperiri cu pelicule
comestibile identificate prin metoda GC-MS

Proba Ulei Alune cu 1stratde  Alune cu 2 straturi
esential de acoperire cu de acoperire cu
dafin pellcula_ " pellcula_ "

Compus comestibila comestibila
volatil Apex RT (min) Aria, %
1.3-Thuien 7,29 0,03 0,03 0,03
1R-a-Pinen 7,78 9,19 0,72 0,57
Camfen 8,20 1,07 0,12 0,10
3-Caren 9,60 11,11 2,05 2,00
1S-a-Pinen 11,43 0,05 0,14 0,56
o-Cimen 12,60 49,65 2,11 0,18
y-Terpinen 13,41 0,87 0,29 0,25
a- Terpinolen 14,84 0,23 0,22 0,24
B-cis-Ocimen 16,25 2,59 8,19 6,59
a-Camfolenal 18,28 0,77 1,21 1,08
4-Terpinenol 20,12 1,15 2,02 1,54
2-Caren 20,85 2,07 3,69 2,67
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Santolina trien 25,36 0,22 0,38 0,26
Isoterpinolen 26,71 3,76 6,41 4,25
Eugenol 26,90 0,61 0,52 0,46
Aromadendren 28,21 0,11 0,19 0,13
Methileugenol 28,98 1,44 1,42 1,02
Cariofilen 29,48 0,61 1,11 0,79

Determinarea culorii alunelor de padure acoperite cu pelicule comestibile

Proprietatile de culoare ale alunelor acoperite cu zeina si a celor neacoperite, ca proba
martor, sunt prezentate in Tabelul 8.3.

Tabelul 8.3. Proprietatile de culoare ale alunelor

Proba L* a* b* AE

Alune cu acoperiri cu
pelicule comestibile

65,23 + 0,00 3,87 £ 0,02 21,78 £ 0,01

1,39
Alune fara acoperiri cu 64,27 + 0,01 4,28 £ 0,03 20,85+ 0,01
pelicule comestibile

Valoarea AE= 1,39 obfiinuta indica o diferenta usor sesizabila intre alunele acoperite si cele
neacoperite (Tabelul 8.3.). De asemenea, luminozitatea alunelor acoperite este mai mare fata de
cea a celor neacoperite, datorita acoperirii cu adaos de glicerol. Valoarea parametrului a* este mai
mica Tn cazul alunelor acoperite, aceasta valoare indicaAnd faptul ca alunele neacoperite au o
nuantd mai apropiata de culoarea rosie fata de cele neacoperite. Valoarea parametrului b* este
mai mare in cazul alunelor acoperite ceea ce indica o nuan{a mai apropiata de galben fata de cele
neacoperite. Aceste nuante de galben si rosu mai intense ale alunelor acoperite se datoreaza
acoperirii pe baza de zeina, culoarea pudrei de zeina fiind galbena.

Evaluarea senzoriala a alunelor de padure acoperite cu pelicule comestibile

Dintr-un numar de 22 de panelisti, 9 au detectat proba diferitd, ceea ce inseamna ca un
procent de 40,90 % a detectat diferenta dintre alunele acoperite cu un strat si doua straturi din
zeina.

Intensitatea atributelor asociate cu aroma, gradul de stralucire, uniformitatea, gustul de
picant au fost mai intense fata de alunele neacoperite. Mirosul de nucifere a fost evaluat ca fiind
mai intens in cazul alunelor neacoperite, cu toate acestea gustul alunelor acoperite de invelusuri
de zeina a fost mai apreciat decat cel al alunelor neacoperite.

Evaluarea senzoriala arata ca alunele cu acoperire cu pelicula comestibila au o stralucire
mai intensa decat alunele fara acoperire cu pelicula comestibila datorita acoperirii pe baza de
zeina care contine si glicerol. Zeina formeaza o pelicula neteda si stralucitoare.

Intensitatea mirosului de camfor este influentata de prezenta acoperirii cu pelicula
comestibila cu ulei esential de dafin, compusii volatili oferind un miros de camfor alunelor acoperite
cu peliculd comestibila, acestea fiind considerate de panelisti mai placute decéat cele fara acoperire
cu peliculd comestibila. Perceptia gustului dulce gi a celui de nuca nu au fost influentate de
acoperirea cu pelicula comestibila. Textura, de asemenea, este un atribut care nu a fost afectat de
acoperirea cu peliculd comestibild. In ceea ce priveste aftertaste-ul, alunele acoperite au obtinut o
valoare mai mare a acestui atribut, ceea ce sugereaza ca aroma acoperirii cu pelicula comestibila
cu zeina si ulei esential de dafin persista mai mult in cavitatea bucala decét alunele neacoperite.
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Valoarea substantelor reactive la acid tiobarbituric (TBARS) a alunelor de padure cu
acoperiri cu pelicule comestibile

Unul din parametrii care definesc stabilitatea la oxidare a lipidelor este valoarea TBARS.
Valorile TBARS ale uleiului extras din alune au fost determinate si exprimate prin absorbanta la
520 nm si sunt prezentate in Figura 8.4.
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Figura 8.4. Prezenta radicalilor liberi reactivi cu acid tiobarbituric (TBARS) din alune (fara pelicula
comestibila si cu pelicula comestibila) ce au fost supuse testului de depozitare accelerata si TBARS din
alune, Tnainte de depozitare accelerata.

*) Valorile obtinute sunt media a trei analize + deviatia standard (SD). Litere diferite indica diferente
semnificative intre probe (p < 0,05), conform metodei ANOVA si a testul post-hoc Tukey.

Se observa o crestere a valorii TBARS in saptamana a 7-a testului fata de saptaména 1
(proba control nedepozitata), ceea ce semnifica faptul ca a avut loc un proces de oxidare a
lipidelor in timpul perioadei de depozitare. Comparand valorile intre cele doua probe, putem
observa ca indicele TBARS al probei neacoperite este mai mare in ziua 49 cu 27,28 % fata de
proba cu acoperire cu pelicula comestibila, ceea ce inseamna ca procesul de oxidare a fost mai
intens in cazul alunelor fara acoperire cu pelicula comestibila. Acest lucru sugereaza faptul ca
acoperirea cu pelicula comestibila a redus semnificativ procesul de oxidare al lipidelor.

Indicele de aciditate al alunelor de padure acoperite cu pelicule comestibile

Indicele de aciditate a fost evaluat in prima saptamana, pe o proba control care nu a fost
supusa testului de depozitare accelerata si in saptamana 7, adica ziua 49 de depozitare, testul
fiind efectuat pe alunele cu acoperire cu pelicula comestibila si pe cele fara acoperire cu pelicula
comestibila (Figura 8.5).
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Figura 8.5. Indicele de aciditate al alunelor de padure faraacoperire si al alunelor cu acoperire cu
pelicula comestibila in timpul depozitarii accelerate in saptamana 7 de depozitare, fata de proba control
analizata la inceputul testului de depozitare accelerata.*) Valorile obtinute sunt media a trei analize * deviatia
standard (SD). Litere diferite indica diferente semnificative intre probe (p < 0,05), conform metodei ANOVA si
a testul post-hoc Tukey.

Indicele de aciditate a fost monitorizat timp de 7 saptamani pentru a evalua procesul de
degradare al lipidelor din alunele de padure cu acoperire cu pelicula comestibila ih comparatie cu
alunele de padure fara acoperire cu pelicula comestibila. Dupa cum se poate observa in Figura
8.5., Thainte si dupa testul de depozitare accelerata, indicele de aciditate este neschimbat in cazul
alunelor neacoperite. Se observa si este surprinzator faptul ca indicele de aciditate creste in cazul
alunelor cu acoperire cu pelicula comestibila fata proba fara acoperire cu pelicula comestibila.

8.3. Concluzii

Uleiul esential de dafin a prezentat un efect antimicrobian bun impotriva G. candidum, R.
glutinis si B. cereus, care fac parte din microbiota comuna a alunei.

Amprenta volatila a alunelor cu acoperire cu pelicula comestibila a fost determinata prin
cromatografie de gaze, metoda care a indicat o-cimenul drept cel mai abundent compus prezent in
uleiul esential de dafin, responsabil de efectul intarziere a proceselor de rancezire oxidativa.

Analiza senzoriald a demonstrat acceptabilitatea buna a consumatorilor fata de alunele cu
acoperire cu pelicula comestibila pe baza de zeina, functionalizate cu ulei esential de dafin.
Analiza a relevat modul in care acoperirea cu pelicula comestibila a alunelor afecteaza gustul,
textura sau acceptabilitatea generala a acestora. Rezultatele favorabile aratd ca alunele cu
acoperire cu pelicula comestibila au fost considerate de catre panelisti placute si compatibile cu
uleiul esential de dafin. Acest studiu a aratat ca acoperirea cu pelicula comestibila a avut un impact
minor asupra aspectului alunelor.

Stabilitatea oxidativa a alunelor cu acoperire cu pelicula comestibila pe baza de zeina a fost
evaluata prin valorile peroxidului si acidului tiobarbituric, analize efectuate pe parcursul a 7
saptamani de depozitare accelerata.

TBARS indica o protectie oferita de acoperirea cu pelicula comestibila a alunelor, in schimb
testul de aciditate nu a oferit rezultatele asteptate. Din acest motiv, este necesar un test accelerat
ulerior pentru o perioada mai lunga de timp.
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9. Obtinerea acoperirilor cu pelicule comestibile active pe baza de nanoemulsii, obt{inute
din concentrat proteic din zer, functionalizate cu ulei esential de cimbru pentru dovlecei

9.1. Introducere

Dovlecelul (Cucurbita pepo L.) este o leguma foarte populara avand coaja moale, fiind bogat
in antioxidanti precum betacarotenul, acidul folic si vitaminele C si E (Lucera si colab., 2010).
Dovlecelul matur are o textura ferma, dar in timpul depozitarii acesta se inmoaie. Din cauza
continutului mare de umiditate, de peste 90 %, dovleceii sunt legume foarte perisabile, cu o durata
medie de pastrare de 1-2 saptamani la 7-10 °C, prezentand o sensibilitate ridicata la temperaturi
scazute (Desai gi colab, 1998; Zuo si colab., 2021; Rodov, 2020).

Aplicarea acoperirilor cu pelicule comestibile (EC) este o solutie de tratament a suprafatei
produsului pentru extinderea termenului de valabilitate. EC reprezintd un strat subtire de material
comestibil format direct pe suprafata alimentelor ca acoperire (Eddin si colab., 2019; Fakhouri si
colab., 2015). Acoperirea poate fi obtinuta din polizaharide, proteine, lipide, fie dintr-un amestec al
celor de mai sus, care poate oferi o bariera selectiva la vaporii de apa, oxigen, dioxid de carbon si
substante volatile, precum si o aparare impotriva perturbarii mecanice a stratului exterior al
produsului alimentar acoperit, fara a modifica gustul si textura alimentelor.

Un instrument emergent pentru optimizarea dispersiei ingredientelor active lipofile ale
uleiurilor esentiale cu rol activ (EO) intr-un mediu apos este conversia acesteia intr-o nanoemulsie
comestibila ulei-in-apa, in care nanopicaturile de lipide sunt stabilizate de molecule de surfactant
dispersate intr-o faza apoasa (Prakash si colab., 2018) pentru a fi aplicata ca acoperire.

Utilizarea nanoemulsiilor pentru EC aduce avantaje in ceea ce priveste omogenitatea
imbunatatita, transparenta crescuta datorita imprastierii slabe a luminii de catre nanopicaturi,
imbunatatirea biodisponibilitatii si stabilitatii compusilor bioactivi ai EO, precum si rata de eliberare
imbunatatita din matricea EC (Prakash si colab., 2018; Salvia-Trujillo si colab., 2015; Nastasi si
colab., 2022).

9.2. Obiectivele studiului

Obiectivul acestui studiu este evaluarea eficacitatii a doua formule de nanoemulsii care
contin ulei esential de cimbru si proteine din zer, ca acoperiri cu pelicule comestibile pentru
dovlecei, cu scopul de a prelungi perioada de valabilitate a acestora.

Va fi evaluata capacitatea proteinei din zer functionalizata cu EO de cimbru, nanoemulsia
fiind aplicata ca acoperire cu pelicula comestibila pentru a prelungi perioada de valabilitate a
dovleceilor. Vor fi comparate membranele obtinute cu doi stabilizatori si capacitatea acestora de a
retine compusii activi si de a exercita un efect protector asupra dovleceilor. Nanoemulsiile
comparate au fost: formula de stabilizator de amestec cu guma guar si guma arabica (S) si formula
cu polioxietilena sorbitan monolaurat, cunoscuta si ca Polisorbat 20 sau Tween 20 (T). Polisorbatul
este un surfactant neionic care face posibila reactia dintre acizii grasi si oxidul de etilena.

Amestecul de stabilizator este alcatuit din guma guar , un galactomanan format din unitati de
(1-4)-B-D-manopiranoza asociate prin grupe B-galactopiranosil, obtinut din seminte plantei
Cyamopsis tetragonoloba si folosit ca agent de ingrosare si emulgator iar cea de-a doua
componenta a amestecului este guma arabicd sau de acacia, un amestec complex de
glicoproteine si polizaharide, predominant polimeri ai arabinozei si galactozei, cu rol stabilizator.
Proprietatile senzoriale si fizico-chimice ale dovleceilor cu acoperiri cu pelicule comestibilie, cu cele
doua tipuri de stabilizatori, au fost evaluate pe durata a 42 de zile de depozitare.

9.3.2. Procesul de obtinere al nanoemulsiilor

Concentratul proteic din zer (WPC) a fost dispersat in apa ultrapura 8,0 % (g/g), sub agitare
magnetica (180 rpm, 15 min). S-a aplicat un tratament termic pentru a denatura proteinele din zer
folosind o baie de apa la 80,0 + 0,5 °C timp de 35 min. Solutiile au fost racite imediat dupa
tratamentul termic, in apa cu gheata, pentru a opri efectul termic. S-a adaugat glicerol anhidru 8,0
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% (g/g) ca plastifiant in amestecul de acoperire pentru a forma o pelicula comestibila, aceasta
formula fiind optimizata anterior (Bleoanca si colab., 2020).

Probele au fost impartite Tn mod egal si au fost testati doi stabilizatori. Pentru o jumatate s-a
folosit Tween 20 (T) intr-o concentratie de 0,90 % (g/g) (Bleoanca si colab., 2020) si pentru
cealalta jumatate s-a folosit un amestec de gume (S) de 0,18 % (g/g), conform recomandarilor
producatorului, optimizata anterior. Cimbru EO a fost adaugat intr-o concentratie de 2,5 % (g/g) in
toate probele, avand in vedere rezultatele testelor anterioare efectuate de colectivul de cercetare.
Acest EO a fost ales datorita continutului sau ridicat de terpene antimicrobiene cu eficacitate
demonstrata (Bleoanca si colab., 2020).

Pentru a obtine o nanoemulsie stabila si omogena, amestecul a fost supus in continuare
tratamentului cu ultrasunete (35 % amplitudine, 3 min) cu echipament Sonopuls HD3100
(Bandelin, Germania), folosind o sonda de sonicare cu diametrul de 8 mm. Varful de de
ultrasonare a fost mentinut scufundat cu 1 cm mai jos de suprafata suspensiei iar temperatura
nanoemulsiei de acoperire a fost mentinuta constanta la 23 + 1 °C prin plasarea falconului cu
suspensie intr-o baie de apa cu gheata iar pH-ul a fost ajustat la 7,0 folosind NaOH 0,5 N
(Bleoanca si colab., 2020).

9.3.7. Acoperirea si depozitarea dovleceilor cu acoperire cu pelicula comestibila

Nanoemulsiile T si S au fost aplicate pe dovlecel prin acoperire cu o pensula, intr-un singur
strat, pe intreaga suprafata a lor, cu un volum de solutie de acoperire echivalent asigurandu-se
indepartarea excesului. Dovleceii cu acoperire cu pelicula comestibild au fost mentinuti timp de
sase ore la 22 + 1 °C pana la uscarea solutiei de acoperire. Probele de control au fost mentinute
neacoperite si tratate Tn mod similar cu probele acoperite. Depozitarea dovleceilor cu acoperire a
fost efectuata intr-un dulap inchis, de 600 L, la temperatura si umiditate relativa constanta (10 + 1
°C si 75+ 1 %), timp de 42 de zile.

9.4. Rezultate si discutii
Caracterizarea reologica a nanoemulsiei

Toate probele au prezentat un comportament de subtiere prin forfecare la cresterea ratei de
forfecare de la 0,1 la 100 s™. Fenomenul a fost mai accentuat pentru nanoemulsiile stabilizate cu
amestecul Satiagel RP1730 in comparatie cu probele obtinute prin adaugarea de emulgator
Tween 20, datorita valorilor initiale de vascozitate mult mai mari in cazul nanoemulsiilor stabilizate
cu amestecul Satiagel RP1730. Farshi si colab. (2019) au folosit, de asemenea, guma guar in
nanoemulsii cu izolat proteic din zer pentru a creste vascozitatea acestora.

in a doua parte a testului, cdnd se mentin constante valorile vitezei de forfecare, a putut fi
observat un comportament pseudoplastic independent de timp pentru toate cele patru probe.

Nanoemulsile S US au prezentat cea mai mare consistenta (valori G*) in comparatie cu
celelalte trei probe. Probele T au prezentat o structura foarte slaba asemanatoare lichidului, fara
efect semnificativ rezultat dupa sonicare.

Determinarea culorii nanoemulsiilor

Rezultatele prezentate in Tabelul 9.2. arata ca luminozitatea nanoemulsiilor T si S sunt
semnificativ mai mici decat cele ale emulsiilor martor; valoarea b* pentru nanoemulsia T este
semnificativ mai mare decat cea a emulsiei de control T, ceea ce indica un ton galben mai
pronuntat pentru nanoemulsie. Modificari similare legate de adaugarea de EO si/sau T in emulsii si
la etapa de sonicare au fost raportate de Amjadi si colab. (2020, 2021).
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Tabelul 9.2. Parametrii de culoare ai nanoemulsiilor T gi S

Parametru
Proba L* a* b* AE*
Control T 73,23+0,07% -1,42+0,01° 4,37 +0,02°
T 71,06 +£0,32° -1,07+0,31° 515+0,66° 2,33+ 0,40
Control S 71,75+ 0,07° -1,48+0,01*° 5,06 +0,00°
S 70,29+0,19° -1,88+0,14"° 7,05+0,24° 2,45+0,28

Datele sunt media + StDev a trei repetéri, obtinute din doua probe. Litere diferite indica diferente
semnificative cu ANOVA si testul post-hoc Tuckey pentru p<0,05.

Conform clasificarii propuse de cercetatori (Goyeneche si colab., 2014) atat emulsiile T (AE*
2,33+ 0,40) cat si S (AE* 2,45 +0,28) au prezentat o diferenta notabilad de culoare in comparatie cu
probele de control, care nu au fost supuse sonicarii. Explicatia rezida in faptul ca dimensiunea
picaturilor de cimbru EO si glicerol este mult redusa si prin integrarea mai buna in structura filmului
ca urmare a sonicarii, declanseaza o imprastiere a luminii mai slaba (Salvia- Trujillo si colab., 2015)
in comparatie cu cea a picaturilor mai mari ale emulsiei de control, ramase separate la suprafata.

Evaluarea microstructurii acoperirilor cu pelicule comestibile prin microscopie electronica
de scanare

Microstructurile SEM sunt prezentate pentru membranele (obfinute prin uscarea
nanoemulsiilor, in forme) care au fost folosite ulterior ca acoperire sub forma de pelicula
comestibila pentru dovlecei. Prezenta nanoparticulelor de ulei in film este evidenta si apare sub
forma de zone luminoase in matricea de film mai intunecata.

Imaginile SEM sugereaza existanta unei structuri cu microporozitate deschisa pe toata
membrana T, observatie care a fost raportata anterior in studii similare (Ahmadi si colab., 2021).
Discontinuitatea in structura s-ar putea datora caracterului hidrofob al EO de cimbru (Mohammadi
si colab., 2020). Pe de alta parte, membranele S au o porozitate redusa, iar structura lor arata mai
compacta. Dupa cum se poate observa, membrana S este mai stabila.

Prin urmare, putem considera ca tratamentul cu US dar si T cat si S cresc dispersia
particulelor de EO de cimbru in intreaga matrice a filmului, aratdnd distributia uniforma a
dimensiunilor acestora. O scadere a dimensiunii medii a picaturilor de ulei ar putea sugera ca
nanoemulsia S este mai potrivita pentru acoperiri cu pelicule comestibile cu proprietati superioare
fata de nanoemulsia T.

Cromatografia de gaze- spectrometria de masa SPME (GC-MS) a acoperirilor cu pelicule
comestibile

Uleiul esential (EO) de cimbru utilizat in acest studiu se caracterizeaza prin urmatorii cei mai
abundenti compusi volatili reprezentativi: 4-caren, cariofilen, cis-geraniol, cis-pinen- 3-ol,
mentatrien, cicloocten, o-cimen si timol. Mai mult de 90 % din amprenta compusilor volatili din
uleiul de cimbru si in membranele T si S, mai exact 35 de compusi, au fost identificati utilizand
biblioteca Nist 08 si indicati in Tabelul 9.3.

Tabelul 9.3. Amprenta volatild a compusilor volatili in uleiul de cimbru si in membranele T si S

. Harta
. . Cimbru EO T S )
Kl loni Compusi Formula %) (%) %) tte(gl_ll_;:a
843 91,93,77,51,121 3-Thuien C10H16 1,21+0,05*F" 0,21+0,05°F" 0,54+0,02°°
890 81,107,135,150,53 Phenol C10H140 1,63+0,08*FF 0,14+0,01°F 0,86+0,06"°
922 91,93,77,51,121 ¢-Terpinen C10H16 0,59+0,04°%F 0,28+0,02°5F  0,42+0,02°°
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0,51+0,02°FF
0,21+0,02°FF
0,37+0,02*F
0,02+0,00°"
1,7240,12°FF
0,04£0,00""
0,34+0,02*F
1,63+0.15%%F
0,43£0,03"%F
0,64+0,05"%"
9,46+1,02%¢
0,48+0,02*F
0,03+0,00%"
0,11%0,01°F
0,4%0,03*%F
40,03%2,75*"
5,2+0,34"P
0,84+0,06*%"
17,05+1,33%°
1,97+0,15*F
0,38+0,01%%"
0,09+0,01%F
0,05+0,00""
0,62+0,03*%"
0,07+0,00°"
0,08+0,00°"
0,02+0,00*"
0,14+0,01°"
0,11+0,05*"

0,1£0,01%F

0,25+0,02°°
1,63x0,13*°
0,6+0,05"°
0,24+0,02°°
0,03+0,00*°
1,11+0,01°°
0,01£0,00*°
0,23+0,01°°
1,21+0.11°°
0,56+0,05*°
0,96+0,06*°
14,52+0115"®
0,4+0,01°°
0,04+0,00"°
0,2440,01°°
0,46+0,03%°
41,4243,59°"
6,74+0,58*¢
0,84+0,07*°
13,58+1,12"8
1,65+0,15"°
0,34+0,02"°
0,08+0,04%°
0,02+0,00%°
0,38+0,02"°
0,03+0,00°°
0,05+0,00"°
0,02+0,00%°
0,03+0,00°°
0,08+0,02%°

0,06+0,01°°

* diferite litere cu majuscule mici indicé diferente semnificative (p < 0,05) pe radnduri si cu majuscule, pe
coloane, estimate prin testul Tuckey post-hoc; Indicele Kl-Kovats; ® Datele raportate sunt +SD medii pentru
trei repetari independente.

concentratie.
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Harta termica din Tabelul 9.3. arata diferentele in zona de varf a compusilor volatili (VOC)
retinuti in membranele cu S si T, indicand cu verde cele mai abundente componente din formula S
cum ar fi 4-carenul si cariofilenul, in timp ce observam ca cele mai abundente componente din
formula T sunt a-pinenul, camfenul si cis-geraniol. Suprafata totala a compusilor volatili retinuti de
matricea S a fost cu 33% mai mare decat in acoperirea T, astfel incat aceasta a fost considerata
mai predispusa la retinerea volatilelor. Cu toate acestea, terpene valoroase, biologic active, cum ar
fi a-pinenul si camfenul au fost prezente in concentratii mai mici in membrana S comparativ cu
membrana T.

Analiza fizico-chimica a dovleceilor cu acoperiri cu pelicule comestibile

30

—— Control s @ Tween e Stabilizator
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Figura 9.4. Pierderea in greutate a dovleceilor in timpul a 42 de zile de depozitare. Datele sunt media £SD a
trei repetari, din doi dovlecei. Litere diferite indica diferente semnificative cu ANOVA si Test post-hoc Tuckey
la p <0,05.

Dovleceii S acoperiti cu pelicula comestibila au avut aceeasi pierdere in greutate ca si cei

fara acoperire cu pelicula comestibila, in timpul primelor 12 zile de depozitare.
T a declansat cea mai mica pierdere in greutate dintre toate probele analizate pe intreaga
perioada de depozitare, ceea ce a condus la o pierdere de greutate de 66 % comparativ cu
probele de dovlecel neacoperit, dupa 42 de zile de pastrare. Aceste rezultate indica faptul ca
acoperirea cu pelicula comestibila T a avut cea mai buna performanta pe parcursul celor 42 de zile
de depozitare.

Dovleceii cu acoperire cu pelicula comestibila T au atins 16,48
greutate, iar cei cu acoperire cu pelicula comestibila S au atins 21,16
greutate Tnregistrata dupa 42 de zile de pastrare.

Substantele solide solubile (°Brix) ale dovlecelilor au fost de 5,74 + 0,3 la inceputul
depozitarii, similare cu alte valori raportate (Occhino si colab., 2011; Pugliese si colab., 2011).
Dupa 42 de zile de depozitare, proba control a avut cea mai scazuta valoare, de 4,6 + 0,2 °Bx,
dovleceii acoperiti cu peliculda comestibila S 5,2 + 0,7 °Bx, in timp ce dovleceii acoperiti cu pelicula
comestibila T au avut 5,85 + 0,4 °Bx.

0,45 (%) scadere in
1

+
t 1,11 (%) scadere in

Evaluarea texturii

Dupa cum se observa in Figura 9.5., fermitatea scade semnificativ in probele martor in
primele 5 zile de depozitare (p < 0,05), fapt care este similar cu alte valori raportate (Zuo si colab.,
2021). Dovlecelul cu acoperire cu pelicula comestibila T nu a prezentat modificari semnificative ale
texturii in comparatie cu starea initiala, decat dupa a 21-a zi. Comparatia intre inceputul si sfarsitul
stocarii indica o scadere a fermitatii de 25,73 % pentru control (dovlecel neacoperit), o scadere de
23,30 % pentru dovleceii acoperiti cu pelicula comestibila S, in timp ce probele acoperite cu
peliculd comestibila T au avut cea mai mica scadere a fermitatii, de doar 10,38 % in 42 de zile de
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depozitare. Aceste rezultate indica acoperirea T ca fiind mai eficienta in intarzierea inmuierii
dovleceilor in timpul depozitarii prelungite.
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Figura 9.5. Evolutia fermitatii dovleceilor cu acoperire cu pelicula comestibila in timpul depozitarii.

Datele sunt media * SD a trei replici din doi dovlecei. Litere diferite indica diferente semnificative cu ANOVA
si test Tuckey post-hoc la p < 0,05.

Cromatografia de gaze- spectrometria de masa SPME (GC-MS) a compusilor volatili din
dovleceii acoperiti cu pelicule comestibile

Amprenta volatila a cojii si pulpei dovleceilor pe toata durata de depozitare a evidentiat faptul
ca o parte din substantele volatile din cimbru EO, cum ar fi a-pinenul, guaienul si cariofilenul, din
acoperirea cu pelicula comestibila, migreaza in pulpa imediat dupa aplicarea stratului de acoperire.
Dupa cum se observa in Figura 9.6., in prima zi de depozitare, acoperirea cu pelicula comestibila
S a avut un numar semnificativ mai mare de VOC in coaja (p < 0,05) in comparatie cu T, in timp ce
dupa 42 de zile de depozitare, numarul total de VOC a fost mai mic decat in prima zi dar
asemanator in coaja in ambele formule.
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Figura 9.6. Dinamica VOC in coaja si pulpa de dovlecel cu acoperire cu peliculd comestibila T si S Tn timpul
depozitarii. Literele diferite indica diferenfe semnificative cu ANOVA si testul post-hoc Tuckey la p < 0,05.
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Concentratia semnificativ redusa (p < 0,05) in VOC in a 42-a zi de depozitare comparativ cu
prima zi ar putea fi explicata prin epuizarea terpenelor cu volatilitatea mare pana la atingerea
echilibrului. Tn pulpa au fost gasiti un numéar mare de compusi volatili dupa prima zi de depozitare
si cu 37,5% (p < 0,05) mai mult in dovlecelul S comparativ cu T. in a 42-a zi de depozitare, o
concentratie mai mica in VOC gasiti in pulpa comparativ cu inceputul depozitarii a fost similara in
acoperirea cu acoperirea cu pelicula comestibila T si S (p > 0,05)

Analiza culorii dovleceilor

Coaja de dovlecel (Tabelul 9.4.) acoperita cu nanoemulsie T a prezentat o scadere notabilaa
valorilor luminozitatii pe parcursul celor 42 de zile de depozitare, corespunzatoare tonurilor mai
deschise la sfarsitul depozitarii (L., = 58,44 + 2,44 vs. L4, = 79,22 + 6,75). Valorile negative pentru
parametrul a* al tuturor cojilor de dovlecel indica tonul verde al probelor; evaluarea valorilor a* si b*
in prima zi arata ca niciuna dintre acoperiri nu a schimbat in mod semnificativ aspectul verde-
galben al dovleceilor in cele 42 de zile de depozitare. Pe baza clasificarii realizate de Goyeneche
si colab. (2014), diferenta de culoare imediat dupa acoperire a fost apreciabild pentru dovlecelul
acoperit cu acoperire cu peliculd comestibila T si o diferenta mare pentru dovlecelul cu acoperire
cu pelicula comestibila S, comparativ cu dovlecelul control, fara acoperire cu pelicula comestibila.

Valorile luminozitatii L* in probele de pulpa de dovlecei cu acoperire cu peliculd comestibila,
comparativ cu cei fara acoperire cu pelicula comestibila, indica faptul ca ambele probe de dovlecei
acoperite au fost semnificativ mai luminoase la sféarsitul celei de-a 42 zile de depozitare (Tabelul
9.5). Valorile negative ale a* pentru pulpa nu sunt semnificativ diferite pe toatd durata de
depozitare pentru toate probele (p < 0,05), ceea ce arata ca acoperirea cu pelicula comestibila nu
a afectat negativ culoarea endocarpului de dovlecel sau capacitatea sa respiratorie. Diferenta de
culoare a pulpei nu este semnificativ diferita in primele 16 zile de depozitare, ceea ce este in
concordanta cu termenul de valabilitate obisnuit al dovleceilor de aproximativ 14 zile (Jancikova s/
colab., 2021). Dupa 42 de zile de depozitare, dovleceii cu acoperire cu pelicula comestibila T sunt
vizibil diferiti fatda de martor (AE* 1,96 + 0,01), in timp ce dovleceii cu acoperire cu pelicula
comestibila S prezintad o diferentda mare de culoare in comparatie cu martorul (AE* 11,11 + 1,67),
ceea ce poate fi observat cu usurinta in Tabelul 9.5.

In Figura 9.7 sunt prezentati dovleceii analizati dupa 12 si 42 de zile de pastrare.

Neacoperit T S Neacoperit T S
Figura 9.7. Dovlecel dupa 12 (a) si 42 (b) zile de péstrare

Aspectul de zbéarcire moderat a fost vizibil numai pentru dovleceii acoperiti cu S dupa 42 de
zile de depozitare, care se coreleaza cu 21,16 +1,11 pierdere in greutate (%), dar si cu rezultatele
raportate de alti cercetatori (Garcia si colab., 2020).
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Evaluarea senzoriala a dovlecelilor

Toti parametrii de calitate au scazut in timpul depozitarii pentru toate probele, desi dovleceii
cu acoperire cu peliculd comestibilda S au prezentat o deteriorare mai rapida faté de cei cu
acoperire cu pelicula comestibila T, pe toata perioada de depozitare.

Scorurile scazute ale probelor control s-au datorat culorii cojii si pulpei, mirosului neplacut si
impresiei generale slabe. Dovleceii cu acoperire cu peliculd comestibila T au obtinut cele mai mari
scoruri dintre toate probele, care au fost mai mari decat acceptabilitatea comerciala pana in a 21-a
zi. Opinia paneligtilor indica faptul ca acoperirea cu pelicula comestibila T a dovleceilor poate
extinde termenul de valabilitate al dovleceilor intre 21- 42 zile, ceea ce corespunde unei prelungiri
de 50-200 % a termenului de valabilitate.

Evaluarea microscopica a acoperirilor cu pelicule comestibile ale dovleceilor

Figura 9.9. arata ca la inceputul depozitarii coaja tuturor dovlecelilor este neteda iar stratul S
este vizibil si mai stralucitor in comparatie cu stratul T. Pe masura ce perioada de stocare creste,
pierderea apei este vizibila Tn proba neacoperita dupa 21 de zile si mai putin vizibila in dovleceii cu
acoperire cu peliculd comestibila. Tn timp ce acoperirea cu peliculd comestibila T este neteda sia
asigurat o intarziere a senescentei, acoperirea cu peliculda comestibila S prezinta fisuri de
suprafata, care sunt cel mai probabil legate de zbarcirea dovleceilor. Dupa 42 de zile de pastrare,
dovlecelul de control are o culoare care si-a pierdut din intensitate si a devenit neatragatoare, cel
cu acoperire cu pelicula comestibila S a prezentat senescenta accelerata, in timp ce acoperirea cu
pelicula comestibila T a permis mentinerea texturii ferme si a culorii vibrante, naturale.

Zivua 1l

Ziua 21

Ziua 42

Neacoperit T S

Figura 9.9. Coaja de dovlecel evaluata la stereomicroscop pentru dovlecelul neacoperit, acoperit cu pelicula
comestibila T (T) si acoperit cu pelicula comestibila S (S)
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9.5. Concluzii

Acest studiu arata ca tratamentul cu ultrasunete la 35 % amplitudine timp de 3 min asigura
formarea de nanoemulsii de proteine din zer si ulei esential de cimbru stabilizate printr-un amestec
de guar si guma arabica (S) sau prin polisorbat (T).

Nanoemulsiile cu S au prezentat o consistentd mai mare decéat controlul si probele cu T, in
timp ce nanoemulsiile cu T nu au putut fi diferentiate reologic de martor din cauza vascozitatii lor
slabe.

Analiza SEM a indicat ca acoperirea cu pelicula comestibila S poate forma structuri mai
compacte si cu picaturi de ulei mai mici decat T. Capacitatea diferita de retinere a substantelor
volatile ale acoperirilor cu pelicula comestibila T si S evidentiata de amprenta gazcromatografica
reflecta, de asemenea, capacitatea de conservare realizata de acoperirea cu pelicula comestibila.
Mai multe substante volatile, cum ar fi a-pinenul, guaienul si cariofilenul migreaza rapid din
acoperirea cu pelicula comestibila din stratul exterior spre pulpa inca din prima zi de depozitare. La
sfarsitul depozitarii, profilul VOC al cojii si pulpei dovlecelilor este semnificativ redus.

In timp ce reologia, SEM si GC au indicat ca acoperirea cu pelicula comestibila S este
superioara acoperirii cu pelicula comestibila T, cand s-a aplicat pe dovlecel caracteristicile de
calitate au favorizat proba T. Astfel pierderea mai mica de apa, fermitatea mai mare, profilul
senzorial mai bun si culoarea cojii mai placutd au fost asigurate prin acoperirea cu pelicula
comestibila T. Aceste constatari sugereaza ca, atunci cand se aplicata pe dovlecel, acoperirea cu
pelicula comestibila T este mai eficienta pentru a actiona ca o membrana dinamica, permitand
respiratia dovleceilor.

In plus, acoperirea cu peliculd comestibilad T are potentialul de a creste durata de valabilitate a
dovleceilor pana la 21-42 de zile, corespunzatoare prelungirii termenului de valabilitate cu 50-200
%.

10. Obtinerea filmelor compozite, active, din concentrat proteic din zer si zeina, destinate
ambalarii intermediare si aromatizarii unui produs tip pudra instant cu cacao si continut
scazut de lactoza

10.1. Introducere

in acest studiu, proteinele din zer si zeina, proteina din porumb, au stat la baza dezvoltarii
filmelor compozite, obtindndu-se prin solubilizarea lor in solventi diferiti doua solutii flmogene care
au fost ulterior combinate.

Produsele tip pudra instant (cafea, ciocolata calda) sunt de obicei comercializate in ambalaje
individuale tip pliculete din materiale nebiodegradabile, contindnd fiecare cate o portie pentru
prepararea unei bauturi calde. Aceste pliculete pot fi inlocuite cu filme compozite din materiale
biodegradabile. Filmele compozite ce contin uleiuri esentiale (EO) pot imbunatati aroma produsului
prin migrarea benefica a compusilor volatili din EO in film si apoi in produs, in timpul depozitarii
acestuia. Lavanda si scortisoara se intalnesc deseori in bauturile calde, sunt recomandate ambele
pentru crearea unei stari de relaxare, acestea doua fiind foarte compatibile utilizate atat separat cat
si impreuna.

10.2. Obiectivele studiului

e Obtinerea filmelor compozite active pe baza de concentrat proteic din zer si zeina,
caracterizarea fizico-chimica a acestora si evaluarea potentialului antimicrobian al uleiurilor
volatile;

e Obtinerea unui produs tip pudra instant cu cacao si confinut scazut de lactoza si
caracterizarea acestuia;

e Utilizarea filmelor compozite active ca material de ambalare pentru produsul obtinut si
analiza acestuia din punct de vedere al migrarii compusilor volatili prezenti in uleiurile
esentiale din film in produs, prin metoda GC-MS.
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10.3.2. Procesul de obtinere al filmelor compozite si al produsului tip pudra instant cu cacao
si continut scazut de lactoza

Pentru inceput, a fost obtinuta o solutie proteica din zer (WPC) din concentrat proteic din zer
si apa ultrapura, utilizand un raport de 1,8:33,0. Solutia a fost agitata 25 min/200-250 rpm pe un
agitator mecanic si hidratata timp de 24 h, la temperatura de 4 °C. Aceasta a fost ulterior supusa
unui tratament termic, pe baie de apa, la temperatura 82 °C, timp de 35 min pentru denaturarea
proteinelor si eliberarea gruparilor SH reactive si formarea puntilor disulfurice in solutia polimerica,
care ulerior a fost racita in apa rece pentru oprirea efectului termic.

Separat, a fost preparata o solutie proteica din zeina (Z) utilizand un raport de 5,3:55,0
zeina:histoalcool 95 %. Solutia a fost incalzita la temperatura de 65 °C, intr-un pahar Erlenmayer,
pe un agitator mecanic la 200-250 rpm, timp de 10 min, urmand un proces de denaturare termica
similar celui de mai sus.

Ulterior cele doua solutii (WPC si Z) au fost amestecate in raport de 34,8:60,3, cele doua
find omogenizate pe un agitator mecanic sub agitare continua la 200 rpm, timp de 5 minute,
obtindndu-se un mix proteic din concentrat proteic din zer si zeind WPC-Z.

in solutia obtinutd WPC-Z, s-au adéugat 1,8 % acid citric, 1,3 % glicerol, si 1,8 % mix de
uleiuri esentiale de scortigsoara:lavanda in raport de 1:1 (EO). Amestecul a fost supus ultrasonarii,
pe baie de gheata, timp de 2 min, la o amplitudine de 35 %, urmata de o degazare pe baie de apa
timp de 3 min. Solutia a fost turnata in forme de silicon si uscata la 4 °C, timp de 48 h. Filmele
obtinute (EF/WPC-Z/EOQ) au fost ulterior echilibrate la RH 52 % timp de 24 h. S-au obtinut totodata
filme martor fara EO, raspectand acelasi procedeu de mai sus (EF/WPC-2Z).

Uscarea zerului concentrat cu un continut scazut de lactoza (1,5 %) a fost realizata cu prin
pulverizare respectand urmatorii parametri: temperatura aerului de intrare 185 °C, temperatura
aerului cald la iesire 98 °C, aspiratie 100 %.

Pentru instantizarea bauturii pe baza de cacao s-au mixat 64,1 % pura de zer cu un continut
scazut de lactoza obtinut anterior prin uscarea prin pulverizare, cu 32,1 % cacao si 3,8 % lecitina
din soia. Dupa o umectare prealabila pana la 10 % a amestecului, pulberea a fost supusa operatiei
de uscare in strat fluidizat pana la 96 % s.u. in amestecul final.

Amestecul instant a fost ambalat in filmele compozite prin termosigilare cu presarea intre
doua lamele incalzite la temperatura de 90 °C.

10.4. Rezultate si discutii

Fimele compozite obtinute au aspect uniform, fara bule de aer, sunt flexibile si au culoarea
galben pai, caracteristica zeinei. Din punct de vedere vizual nu sunt diferente intre EF/WPC-Z/EO
si filmul martor fara ulei esential EF/WPC-Z, prezentate in Figura 10.2.

a. b.

Figura 10.2. Film compozit zeind: WPC, cu mix de uleiuri esentiale lavanda: scortisoara 1:1 EF/WPC-Z/EO
(a) si film martor fara ulei esential EF/WPC-Z (b)
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A fost obtinut un produsul instant, tip pudra, cu cacao si continut scazut de lactoza are
aspect uniform, fara aglomerari, culoare specifica pudrei de cacao si miros caracteristic placut
(Figura 10.3.).

Figura 10.3. Produsul tip pudra instant cu cacao si continut scazut de lactoza Tnainte de instantizare (a) si
dupa instantizare (b).

Pudra instant cu cacao si continut scazut de lactoza a fost ambalata in filmele compozite
formand ambalaje individuale, tip plic, potrivite pentru o portie de bautura calda (Figura 10.4.).

Figura 10.4. Produs tip pudra instant cu cacao si continut scazut de lactoza ambalat in filme compozite

Produsul tip pudra instant cu cacao si continut scazut de lactoza a fost solubilizat in apa
calda (60 °C) atat inainte cat si dupa o perioada de 4 saptamani de la ambalarea acestuia in filmul
compozit. Rezultatul a fost o bautura cu un aspect placut, culoare specifica pudrei de cacao,
precum si o solubilizare completa a produsului tip pudra instant, fara aglomerari (Figura 10.5.)

Figura 10.5. Produsul tip pudra instant cu cacao si confinut scazut de lactoza solubilizat in apa pentru
obtinerea unei bauturi calde
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Determinarea grosimii filmelor compozite

Grosimile filmelor EF/WPC-Z si EF/WPC-Z/EO sunt prezentate in Tabelul 10.1., intre ele
nefiind diferente semnificative (p > 0,05). Oh si colab. (2004) au studiat filme cu proteine din zer si
zeina hidrolizata si au obtinut filme cu grosimi intre 0,2 si 0,3 mm, similare cu cele obtinute Tn acest
studiu.

Tabelul 10.1. Grosimea filmelor compozite

EF/WPC-Z 0,20 + 0,02%

EF/WPC-Z/EO 0,21 £ 0,02°

*) Datele sunt media +SD a trei repetari. Litera indica lipsa unor diferente semnificative cu ANOVA si testul
post-hoc Tuckey la p > 0,05.

Determinarea culorii si opaciatii filmelor compozite

Martorul pentru aceasta analiza a fost ales un film pe baza de concentrat proteic din zer,
pentru a observa cum influenteaza addugarea zeinei in film culoarea acestuia. In filmul compozit,
zeina adaugata a crescut valoarea L*, indicand o crestere a luminozitatii (Tabel 10.2.). Valorile
indicilor a* si b* indica nuante de verde si galben in filmul EF/WPC-Z/EO, fata de filmul EF/WPC,
unde valorile indicilor a* si b* indica nuante de rosu si albastru.

Tabelul 10.2. Parametrii de culoare ai filmelor compozite

L 45,05 + 4,457 50,83 + 4,05
a* 0,11+ 0,15° -1,03+0,15
b* -0,16 + 0,20° 7,99 + 0,75
Chroma (C*) 0,18 + 0,01 8,06 + 0,85°
Opacitatea (%) 60,00 + 0,60° 74,09 + 4,50°

*) Datele sunt media +SD a trei repetéri. Literele diferite indica diferente semnificative cu ANOVA si testul
post-hoc Tuckey la p < 0,05 pentru fiecare rénd.

Figura 10.6. Opacitatea filmelor compozite
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Determinarea permeabilitatii la vaporii de apa a filmelor compozite

Permeabilitatea la vaporii de apa a filmelor compozite este prezentatd in Figura 10.7.. In
comparatie cu EF/WPC-Z, EF/WPC-Z/EO are o permeabilitate mai mica la vapori de apa cu 19,83
%, deci prin adaugarea EO in film, WVP a scazut. Natura hidrofoba a uleiurilor esentiale conduce
la o scadere a WVP a filmelor analizate (Vahedikia si colab., 2019).
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Figura 10.7. Efectul adaugarii EO in filmul compozit asupra permeabilitatii vaporilor de apa

Se observa ca aceste filme au acelasi ordin de marime, dar o permeabilitate de aproximativ
doua mai redusa decat cele acoperite cu strat de PLA (WF/G4).

Determinarea indicelui de umflare

Adaugarea mixului de uleiuri esentiale de lavanda si scortisoara in filmul compozit EF/WPC-
Z/EO, scade indicele de umflare al filmului fata de EF/WPC-Z cu 31,7 % (Figura 10.8.). Filmele cu
S| mai mare, au proprietati de absorbtie a apei mai bune.

60 - a

50 -

X 30 - 1 m EF/WPC-Z
= EF/WPC-Z/EO

0 -

Figura 10.8. Efectul adaugarii EO in filmul compozit asupra indicelui de umflare (SI)

Determinarea activitatii antimicrobiene

S-a observat ca filmul cu EO de lavanda si scortisoara introdus in filmul compozit in raport
de 1:1 a inhibat dezvoltarea microorganismelor, prezentand zone de inhibitie diferite in functie de
microorganismul testat. Rezultatele pentru activitatea antimicrobiana a filmelor compozite sunt
prezentate in Tabelul 10.3.
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Tabelul 10.3. Zone de inhibitie ale filmelor compozite

Microorganism Zona de inhibitie a filmelor compozite (mm)
test EF/WPC-Z EF/WPC-Z/EO

G. candidum 0,00 77,6 7,50

R. glutinis 4,89 + 0,45% 77,6 +7,50°

B. cereus 16,21 1,50 77,6 £7,50°

Datele sunt media +SD a trei repetari. Literele diferite indica diferente semnificative intre probele EF/WPC-Z
si EF/WPC-Z/EO cu ANOVA si testul post-hoc Tuckey la p < 0,05 .

Determinarea activitatii antiradicalice

Activitatea antiradicalica a filmului cu EO de 88,33 £ 8,70 %, este mai mare fata de cea a
filmului compozit care nu contine uleiuri esentiale cu 27,54 %, ceea ce inseamna ca filmul cu EO
va asigura o protectie fata de radicalii liberi care pot afecta negativ caracteristicile filmului.

Rezultatele sunt prezentate in Figura 10.9.
120 1
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Figura 10.9. Efectul adaugarii EO n filmul compozit asupra activitatii antiradicalice

Amprenta volatila a mixului de EO de lavanda si scortisoara, a filmelor compozite si a
produsului tip pudra instant ambalat in filme compozite

Cativa dintre compusii volatili din EO scortisoara si lavanda in raport de 1:1 au fost
identificati utilizand biblioteca NIST, acestia fiind prezentati in Tabelul 10.4.

Componentul major din EO este compusul aldehida cinamica. Procentul de migrare al
compusului camfen in film este cel mai mare, ceea ce inseamna ca a ramas incorporat in matricea
filmului. Cu toate acestea, procentul de migrare al compusului aldehida cinamica din film in produs
este cel mai mare, ceea ce Tnseamna ca se va regasi in pudra depozitatd conferindu-i acesteia
proprietati functionale dar si senzoriale.

Tabel 10.4. Migrarea procentuald a compusgilor volatili determinata prin amprenta volatila a filmelor
compozite cu EO respectiv a produsului pudrd pe baza de cacao si lapte delactozat ambalat in filme
compozite cu EO fatd de mixul de lavanda si scortisoard EO.

Proba Migrarea compusilor volatil din EO in film si in produs (%)
O-cimen Camfen Aldehida cinamica Eugenol
Film 1,58 £ 0,16 61,33 +0,63 40,12 + 0,38 51,86 + 0,54
EF/WPC-Z/EO
Pudra instant 0,62 + 0,68 18,34 £ 0,22 25,58 £ 0,30 11,35+0,14
depozitata in filmul
EF/WPC-Z/EO
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Se observa ca s-a produs migrarea compusilor volatili in film si a fost identificata prezenta
acestora in matricea filmului. Spre exemplu, aria o-cimen din film este de 1,58 £ 0,16 % din aria
acestuia din EO, aria compusului camfen din film este de 61,33 £ 0,63 % din aria acestuia din EO,
aria compusului aldehida cinamica din film este de 40,12 + 0,38 % din aria acestuia in EO iar,
aria compusului eugenol din film este de 51,86 + 0,54 % din aria acestuia din EO.

Produsul tip pudra instant a fost depozitat in filmul compozit o perioada de patru saptamani
pentru a-i imbunatati stabilitatea si proprietatile senzoriale prin preluarea aromei Si migrarea
compusilor volatili, din film. Prin urmare, rezultatele analizei GS-MS denota migrarea compusilor
volatili din EO in produsul tip pudra instant, intr-o proportie mai mica, deoarece o parte din acestia
s-au volatilizat in timp iar o alta parte a ramas in fimul compozit.

10.5. Concluzii

Proteinele din zer, zeina si mixul de uleiuri esentiale de lavanda si scortigoara au fost
utilizate pentru a obtine o formula de film comestibil compozit cu proprietati functionale.

Adaugarea EO in matricea fimului compozit a demonstrat o imbunatatire semnificativa in
ceea ce priveste WVP, indicele de umflare, activitatea antiradicalica si antimicrobiana.

A fost elaborata tehnologia de obtinere si a fost obtinut un produs de tip pudra instant pe
baza de cacao cu continut scazut de lactoza din zer pudra si pudra de cacao.

Produsul ambalat in filmele compozite nu a devenit lipicios in urma depozitarii, pulberea nu
adera la ambalaj si prezinta o solubilitate buna Tn apa.

S-a demonstrat o migrare benefica a compusilor volatili, transferati din matricea filmului
compozit in produsul tip pudra instant, demonstratd de concentratia compusilor volatili cheie
identificati in produs, ceea ce asigura o activitate antiradicalica si antimicrobiana puternica dar si o
aromatizare si implicit proprietati senzoriale imbunatatite.

11. Concluziile generale ale tezei de doctorat

+ In contextul actual, este manifestat un interes din ce in ce mai mare al oamenilor de stiint4
dar si al consumatorilor asupra inlocuirii plasticului utilizat in ambalarea alimentelor, cu
materiale biodegradabile, ce au un impact minim asupra mediului Tnconjurator, iar teza de
doctorat, prin tematica abordata si-a propus sa raspunda acestor ingrijorari. O alta directie
de interes prezentata in acest studiu, a fost valorificarea subproduselor din industria
alimentara, in acest caz zerul, un subprodus valoros din industria produselor lactate, care
de multe ori este considerat un deseu, el reprezentand de fapt o sursa valoroasa de
proteine, si un material excelent in obtinerea filmelor si a peliculelor care pot inlocui
ambalajele conventionale utilizate in prezent. Nu in ultimul rand inlocuirea aditivilor de
sinteza din alimente, utilizati pentru prelungirea duratei de valabilitate a produselor
alimentare, cu alte ingrediente, naturale, precum uleiurile esentiale obtinute din plante, care
au castigat increderea consumatorilor, necesita cercetari aprofundate pentru a stabili
concentratia adecvata, pentru a proteja si a elibera substanta activa in mediu, pentru a gasi
matricea alimentara compatibild senzorial cu acestea dar studierea interactiunilor dintre EO
si sistemul alimentar aliment-ambalaj.

+ Aceasta lucrare a debutat cu efectuarea unui screening al unor uleiuri esentiale si
selectarea uleiului cu cel mai ridicat potential antimicrobian fata de un microorganism
ubicuu, care pune probleme serioase si recurente in industria alimentara, Listeria
monocytogenes.

+ n urma acestui studiu, a fost selectat uleiul esential de cimbru cu timol (TEO) pentru
functionalizarea filmelor si acoperiririlor cu pelicula comestibila, acesta avand activitate
antilisteriala mai mare decat celelalte uleiuri esentiale analizate, o caracteristica importanta
pentru siguranta consumatorilor.
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Pentru a proteja compusii volatili din uleiul esential de cimbru selectat, au fost realizate
complexe de incluziune B-CD/TEO (IC), prin metoda de co-precipitare, care au prezentat
un mecanism competitiv de ocupare al situsurilor libere ale materialului incapsulant. Acest
mecanism a fost explicat printr-o afinitate diferita de legare la cavitatea interioara si la
gruparile OH exterioare ale B-CD, a timolulului si a altor compusi volatili majori din TEO.

Studiul in silico a relevat potentiale mecanisme de asociere intre compusii volatili si 3-CD,
in timp ce analiza GC/Ms a pus in evidenta concentratia principalilor compusi volatili din
TEO, ambele determinari confirmand mecanismul de competitie intre compusii volatili.

Au fost dezvoltate filme comestibile in care s-au introdus IC-urile cu TEO care protejeaza
principalii compusi volatili, cu activitate antimicrobiana dar care prezinta si o buna activitate
antioxidanta.

A fost imbunatatita permeabilitatea la vaporii de apa pentru filmele cu TEO incapsulat in 3-
CD fata de filmele cu TEO neincapsulat.

S-a studiat, de asemenea, cinetica eliberarii compusilor activi incapsulati din complexele de
incluziune introduse in filmele obtinute, folosind doi simulanti alimentari, apa si etanol 95%,
rezultatele aratand o viteza de eliberare mai lentd a compusilor activi in apa.

Pentru a imbunatati in special proprietatile de bariera si caracteristicile mecanice ale
filmelor, in aceasta cercetare s-au obtinut filme biocompozite din proteine din zer cu TEO si
fibre din PLA rezultate din procesul de electrofilare.

Opacitatea filmelor biocompozite a crescut concomitent cu cresterea grosimii stratului
nanofibros de PLA. Filmele cu cea mai mare opacitate ar putea proteja mai bine produsele
alimentare de modificari usoare ale aspectului si de oxidarea lipidelor continute de branza,
spre exemplu.

WVP a scazut atunci cand grosimea stratului de PLA a crescut ceea ce inseamna ca s-au
imbunatatit proprietatile de bariera ale filmelor fata de vaporii de apa, prin procesul de
electrofilare. Permeabilitatea la CO2 a scazut si in cazul filmelor cu un strat mai gros de
PLA.

Filmele biocompozite prezinta o rigiditate si o rezistenta la tractiune din ce in ce mai mare,
ca urmare a cresterii grosimii stratului nanofibros PLA. Se observa o imbunatatire
considerabila a proprietatilor mecanice ale filmelor prin adaugarea unei a doua pompe,
oferind filme cu cel mai mare modul Young (de 5,16 ori mai mare decét in filmul neacoperit)
si rezistenta la tractiune (2,71 ori mai mare decét in filmul neacoperit) , ca urmare a
cresterii grosimii stratului nanofibros PLA.

Terpenele volatile (timol, carvacrol, camfen, a-pinen, etc.) ale cimbrului EO au activitate
antimicrobiana impotriva L. monocytogenes Scott A., R. glutinis, B. cereus si G. Candidum.

Prima aplicatie a acestui studiu asupra unui produs alimentar a fost acoperirea alunelor cu
pelicula comestibila pe baza de zeina, functionalizata cu ulei esential de dafin. Astfel a fost
valorificat un subprodus din industria alimentara, zeina, si totodata am obtinut o asociere
inedita intre alunele de padure si uleiul esential de dafin, aplicatie apreciata de echipa de
degustatori. Alunele au beneficiat de stabilitate oxidativa Tmbunatatita si acceptabilitate
buna a consumatorilor precum si de protectie antimicrobiana furnizata de uleiul esential de
dafin. Uleiul esential de dafin a prezentat un efect antimicrobian bun impotriva G.
candidum, R. glutinis si B. cereus, care fac parte din microbiota comuna a alunei.

Amprenta volatila a alunelor cu acoperire cu pelicula comestibila a fost determinata prin
cromatografie de gaze, metoda care a indicat o-cimenul drept cel mai abundent compus
prezent in uleiul esential de dafin, responsabil de efectul intarziere a proceselor de
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rancezire oxidativa.

Alta aplicatie a acestui studiu asupra unui produs alimentar a fost acoperirea cu pelicula
comestibila, pe baza de guar si guma arabica (S) si polisorbat (T), ca aplicatie pentru
protectia dovleceilor. Acoperirea cu pelicula comestibila S aplicata dovleceilor este
superioara fata de acoperirea cu peliculd comestibila T din punct de vedere reologic, SEM
si GC, insa atunci cand este aplicata pe dovlecel, pierderi mai mici de apa, fermitate mai
mare, profil senzorial mai bun si culoarea cojii mai placute sunt asigurate prin acoperirea cu
pelicula comestibila T. Aceste constatari sugereaza ca, atunci cand sunt aplicate pe
dovlecel, acoperirile cu pelicula comestibila T sunt mai eficiente pentru a actiona ca o
membrana dinamica permitand respiratia dovleceilor. Tn plus, acoperirile cu pelicula
comestibila T au potentialul de a creste durata de valabilitate a dovleceilor intre 21-42 de
Zile, corespunzatoare prelungirii termenului de valabilitate cu 50-200%, ceea ce reprezinta
un avantaj considerabil pentru conservarea acestora.

De asemenea, o alta aplicatie a acestui studiu asupra unui produs alimentar a fost
obtinerea unei formule de film comestibil compozit cu proprietati functionale, din proteinele
din zer, zeina si mix de uleiuri esentiale de lavanda si scortigoara, destinata ambalarii unui
produs de tip pudra instant pe baza de cacao cu continut scazut de lactoza din zer pudra si
pudra de cacao. A fost dezvoltata o tehnologie de obtinere a produsului de la materie prima
pana la produs finit si ambalare inedita de ambalaj biodegradabil, obtinut din asocierea a
doua subproduse din industria alimentara, zerul si zeina. Adaugarea EO in matricea fimului
compozit a demonstrat o imbunatatire semnificativa in ceea ce priveste WVP, indicele de
umflare, activitatea antiradicalica si antimicrobiana.

S-a demonstrat o migrare benefica a compusilor volatili demonstrata de concentratia
compusilor volatili cheie identificati in produs, ceea ce asigura o activitate antiradicalica si
antimicrobiana puternica dar a asigurat si proprietati senzoriale imbunatatite produsului.

12. Contributii originale si perspective de continuare a cercetarilor

Contributiile originale ale acestei teze constau in elaborarea si caracterizarea unor filme si
acoperiri cu pelicule comestibile biodegradabile, biocompozite, cu proprietati fizico-chimice si
microbiologice Tmbunatatite, pentru ambalarea produselor alimentare. De asemenea, au fost

dezvoltate produse noi.

Perspectivele de continuare ale cercetarilor constau in aplicarea filmelor si acoperirilor cu
pelicule comestibile si altor categorii de produse alimentare, exploatarea altor resurse de
subproduse din industria alimentara din care se pot obtine filme si acoperiri cu pelicule comestibile

precum si transferul rezultatelor cercetarii in mediul tehnologic.
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