UNIVERSITATEA TEHNICA A MOLDOVEI

Cu titlu de manuscris

CZU 664:663.058.9:536.757:664-4

Alexei Baerle

PROLONGAREA FUNCTIONALITATII
COMPUSILOR BIOLOGIC ACTIVI
IN COMPOZITIILE ALIMENTARE

253.06. TEHNOLOGII BIOLOGICE SI CHIMICE IN INDUSTRIA
ALIMENTARA

Teza de doctor habilitat in stiinte ingineresti
N ,) 7

/)]
Consultant stiintific: /’ /D/W STURZA Rodica,

dr. hab., prof. univ.

membra corespondenta ASM

Autor: MRS BAERLE Alexei

Chisinéu, 2026



© Baerle Alexei, UTM, 2026



Declaratia

privind asumarea raspunderii

Subsemnatul, declar pe raspundere personald ca materialele prezentate in teza de
doctorat sunt rezultatul propriilor cercetéri si realizari stiintifice. Congstientizez ca,
in caz contrar, urmeazd sa suport consecintele in conformitate cu legislatia in

vigoare.

Alexei BAERLE

7 -
//%/’”2 .

23 aprilie 2026



CUPRINS

Lista abrevierilor

Lista figurilor

Lista tabelelor

Adnotare (in limba romana)
Adnotation (in English)
INTRODUCERE

1.

1.1.
1.2.
1.3.
1.4.

2.1.
2.2.
2.3.
24.

2.5.

2.6.

PROBLEMELE PROLONGARII FUNCTIONALITATII COMPUSILOR
BIOLOGIC ACTIVI IN SISTEMELE BIOLOGICE SI ALIMENTARE
Caracteristica alimentelor functionale si compusilor biologic activi
Prevenirea oxidarii lipidelor in compozitiile de tip AGS / AGNS
Microincapsularea compusilor biologic activi

Stabilitatea CBA hidrosolubili in faza unor polimeri si in solutii apoase
Concluzii la Capitolul 1

MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

Caracteristica materiilor prime, biopolimerilor si compusilor biologic activi
Caracteristica materialelor auxiliare

Metode instrumentale de analiza

Metode de optimizare a fluxului de date

2.4.1. Construirea diagramelor ternare Y = f (X1, X,, X3)

2.4.2. Experimentul Factorial Liniar Binivelar. Analiza ecuatiilor de regresie
2.4.3. Determinarea polidispersitdtii emulsiilor si suspensiilor

2.4.4. Determinarea cantitativd cromatograficd a unor CBA

Sisteme de operare si de sustinere

2.5.1. Sistem de operare a proceselor de filtrare—sorbtie—eluare

2.5.2. Sistem de sustinere a functionalitétii cu control electrochimic

2.5.3. Sistem pentru studierea biopolimerilor, compozitiilor si microobiectelor

2.5.4. Sistem de analiza a culorii probelor in baza codificarii red-green-blue (RGB)

Interpretarea statistica a datelor experimentale
2.6.1. Estimarea erorilor masurdrilor directe si indirecte
2.6.2. Modelare statistica prin analogie. Modelul ,,bile colorate”

Concluzii la Capitolul 2

10
12
13
14

23
23
27
29
38
42
43
43
46
47
49
49
49
50
51
52
52
53
54

57
57
58
60



3.1.

3.2

3.3.

34.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

STABILIZAREA SI PROLONGAREA FUNCTIONALITATII
COMPUSILOR BIOLOGIC ACTIVI iN SISTEMELE ALIMENTARE
Aspecte ale analizei colorantilor alimentari prin
combinarea metodelor spectrale si cromatografice
Influenta factorilor fizico-chimici asupra stabilitatii calconilor
in extracte si in sistemele-model
3.2.1. Caracteristicile spectrale ale calconilor galbeni si rosii din sofranel
3.2.2. Stabilitatea chinochalconilor ,,in situ” si ,,in vitro” in functie de pH
3.2.3. Modelarea si analiza cineticii de descompunere a cartaminei
3.2.4. Influenta radiatiilor ultraviolete asupra stabilitatii calconilor
Influenta unor factori specifici asupra prolongarii functionalitatii lipidelor
3.3.1. Prevenirea oxidarii lipidelor 1n sistemele cu antioxidanti
3.3.2. Prolongarea functionalitatii acizilor grasi polinesaturati

prin incorporarea lor in compozitiile lipidice
3.3.3. Modelul combinatoric al stabilitdtii structurale a emulsiei A/U tartinabile
Tehnologia de obtinere a spread-ului cu acizii grasi polinesaturati
Concluzii la Capitolul 3
PROLONGAREA FUNCTIONALITATII COMPUSILOR BIOLOGIC
ACTIVI iN SISTEMELE SI COMPOZITIILE CU POLIMERI
FUNCTIONALI
Caracteristica chimica si tehnologica a unor biopolimeri
4.1.1. Tehnologie de separare si stabilizare a alginatilor in starea nativa
4.1.2. Tehnologie de separare si stabilizare a arabinoxilanului

si AGPNS din seminte de in
Stabilizarea colorantilor naturali rosii — antocienilor si betaninei:

influenta unor biopolimeri functionali

4.2.1. Impactul biopolimerilor asupra prolongdrii activitatii antocienilor si betaninei

4.2.2. Influenta biopolimerilor asupra extractului ,,in situ” de betanina

Structura si proprietitile complexului cartamina-celuloza

4.3.1. Studiul cromatografic si peculiaritatile structurale ale chinocalconilor rosii

4.3.2. Stabilitatea complexului cartamind-celuloza:
influenta temperaturii, indicelui pH si a timpului
Tehnologia de obtinere si prolongarea functionalitatii

colorantilor chinocalconici

61

61

65
66
71
75
78
79
80

82
87
90
92

93
93
94

95

97

97

99

102

102

105

117



Concluzii la Capitolul 4

5. PROLONGAREA FUNCTIONALITATII COMPUSILOR
BIOLOGIC ACTIVI PRIN MICROINCAPSULARE
5.1. Modelarea mecanismului adsorbtiei gelatinei pe interfata U/A
5.2. Elaborarea si interpretarea diagramei de stare a sistemului gelatina-poliuronat
5.3. Tehnologia microincapsulirii CBA si controlul stabilititii microcapsulelor
5.3.1. Formarea si consolidarea peretilor microcapsulelor
5.3.2. Schema tehnologica a microincapsularii lipidelor cu CBA in stare lichida
5.3.3. Stabilitatea agregativa a microcapsulelor in campul electroforetic
5.3.4. Comportamentul microcapsulelor in modelul sistemului digestiv uman
5.4. Tehnologia unor produse lactate cu AGPNS si carotene microincapsulate
Concluzii la Capitolul 5
6. ASPECTE ALE TERMODINAMICII
COMPUSILOR BIOLOGIC ACTIVI
6.1. Model matematic de stabilizare a compusilor nutritivi si biologic activi
6.2.  Organizarea structurala ca factor de stabilizare a compusilor biologic activi
6.3.  Organizarea structurala si costul entropic al sistemelor cu microcapsule
Concluzii la Capitolul 6
CONCLUZII GENERALE
RECOMANDARI
Bibliografie

125

126
126
131
136
138
142
144
147
149
154

155
155
164
171
178
179
182
183



AAS
AGMNS
AGPNS
AGS, AGNS
AHSYB

Alg, HAlg, NaAlg

APV
A/U, U/A
BS

CBA

CS, CC
CcCC
CEP
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ADNOTARE
BAERLE Alexei: ,,Prolongarea functionalititii compusilor biologic activi in compozitiile
alimentare”. Teza de doctor habilitat in stiinte ingineresti. Chisinau, 2026.
Structura tezei: adnotare (RO, EN), introducere, 6 capitole, concluzii generale si recomandatri,
bibliografie din 424 titluri, 169 pagini text de baza, 88 figuri si 40 tabele. Rezultatele obtinute au
fost publicate in 48 de lucrdri stiintifice dintre care: 1 monografie; 4 capitole in monografie
colectiva; 5 articole clasate in baze Web of Science, PubMed, Scopus, 8 articole recunoscute de
ANACEC in reviste de categoria B”, 9 brevete de inventie nationale.
Domeniul de studii: 253.06 — Tehnologii biologice si chimice 1n industria alimentara.
Cuvinte-cheie: antocieni, betanind, biopolimeri, chinocalconi, combinatorica, control entropic,
diagrame de stare, functii termodinamice, lipide polinesaturate, microincapsulare, modelare
matematicd, produse acido-lactice, stabilitate sisteme biologice.
Scopul lucrérii: elaborarea si validarea strategiilor inovatoare de prolongare a functionalitatii
CBA, integrarea metodelor instrumentale clasice si moderne de cercetare, dezvoltarea modelelor
termodinamice, statistice si combinatorice, elaborarea procedeelor brevetabile de extractie a
biopolimerilor functionali, de microincapsulare a lipidelor si vitaminelor liposolubile, de
complexare a colorantilor cu biopolimeri, monitorizarea si controlul parametrilor fizico-chimici ai
proceselor tehnologice relevante pentru industria alimentara.
Obiectivele: precizarea mecanismelor de stabilizare a CBA sub actiunea factorilor fizico-chimici
si mecanici; optimizarea procedeelor de separare a CBA din surse vegetale; adaptarea metodelor
instrumentale pentru monitorizarea functionalitatii CBA in sistemele alimentare; modelarea
combinatorica si statistica a sistemelor polifazice; identificarea interactiunilor biopolimer-CBA;
validarea aplicabilitatii CBA cu activitate prolongata; adaptarea tehnologica a colorantilor naturali
in produsele fermentate; analiza rolului fenomenelor fizico-chimice, elaborarea tehnologiei de
microincapsulare; demonstrarea aspectului termodinamic al biosintezei, stabilirea legaturii cauzale
dintre termodinamica acumularii CBA si maximizarea valorii alimentelor; brevetarea procedeelor
st schemelor tehnologice de prolongare a activitatii functionale a CBA 1n alimente.
Noutatea si originalitatea: in premierd, prolongarea functionalitatii CBA 1n alimente este
reprezentatd ca replicd a controlului entropic al proceselor: asamblarea ierarhiilor, indepartarea
compusilor destabilizanti, sinergia antioxidantilor, complexarea CBA cu biopolimeri, formarea
microstructurilor. Noutatea se manifesta prin: 1) propunerea unor protocoale de cercetare noi:
controlul electrochimic al microincapsuldrii, analiza polidispersitatii, determinarea profilului
RGB, utilizarea hibrida a tehnicilor instrumentale si a modelarilor statistico-matematice; 2)
elaborarea modelelor integrate care combina analiza chimica cu simularea proceselor; 3) definirea
unor parametri de evaluare a calitatii alimentelor raportati la functionalitatea CBA.
Rezultatele obtinute: ecuatii de regresie, modele termodinamice, combinatorice, statistice;
descifrarile spectrelor (UV-Vis, FTIR-ATR) si cromatogramelor HPLC/PDA; profiluri cromatice
CIELab si RGB; diagramele de stare ale compozitiilor proteina-poliuronat, emulsiilor U/A/U;
mecanismele de stabilizare a compozitiilor biopolimer-colorant-apa.
Semnificatia teoretica: clarificarea argumentatad a unor aspecte controversate ale termodinamicii
sistemelor biologice, elucidarea cauzelor eficacitatii scazute si potentialului limitat al unor metode
traditionale de asigurare a activitatii functionale a CBA, elaborarea noilor sisteme de operare si de
asigurare a prolongdrii functionalitatii CBA din compozitiile alimentare, elucidarea mecanismelor
de stabilizare a CBA 1n diferite compozitii cu grad de structurizare ridicat.
Valoarea aplicativa: rezultatele sunt valoroase pentru crearea alimentelor functionale, evaluarea
stabilitatii CBA si monitorizarea calitatii alimentelor, contribuind la dezvoltarea tehnologiilor
alimentare eficiente si produse de inalta calitate, la consolidarea infrastructurii de cercetare si a
Implementarea rezultatelor stiintifice: rezultatele au fost implementate in cursul Chimie fizica
si Biochimia plantelor. La tema tezei au fost eliberate 9 brevete de inventie.
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ADNOTATION
BAERLE Alexei: “Prolonging the Functionality of Biologically Active Compounds in Food
Compositions”. Doctor Habilitatus Thesis in Engineering Sciences. Chisinau, 2026.
Thesis structure: Abstract (RO, EN), Introduction, 6 Chapters, General Conclusions and
Recommendations, Bibliography of 424 titles. The core text of the Thesis comprises 169 pages
and includes 88 figures and 40 tables. The results have been published in 48 scientific papers,
including: 1 monograph; 1 edited volume (4 chapters); 5 articles indexed in Web of Science,
PubMed, Scopus; 8 articles recognized by NAQAER (ANACEC); 9 patents.
Field of study: 253.06 — Biological and chemical technologies in the food industry.
Keywords: anthocyanins, betanin, biopolymers, chalcones, combinatorics, fermented dairy
products, entropy control, mathematical modeling, microencapsulation, phase diagrams,
polyunsaturated lipids, stability of biological systems, thermodynamic functions.
Research goal: To elaborate and to validate innovative strategies for prolonging the functionality
of biologically active compounds (BAC), through the integration of classical and modern
instrumental methods by development of thermodynamic, statistical and combinatorial models,
the design of patentable procedures for extracting of functional biopolymers, microencapsulation
of lipids and fat-soluble vitamins, complexing pigments with biopolymers, as well as for
monitoring of physico-chemical parameters relevant to food processing technologies.
Objectives: Clarify the mechanisms of BAC stabilization under physico-chemical and mechanical
factors; to optimize extraction/separation procedures of BAC from vegetal sources; to adapt
instrumental methods for monitoring BAC functionality in food systems; apply combinatorial and
statistical modeling for multiphase systems; to identify biopolymer-BAC interactions; to validate
the applicability of long-acting BAC; to develop technological solutions for the use of natural
colorants in fermented foods; to analyze the role of physico-chemical phenomena in stabilization;
to elaborate the microencapsulation technology; to demonstrate biosynthesis thermodynamic; to
establish the causal link between thermodynamics of BAC accumulation and the maximization of
food value; patent technological schemes for prolongation of foods functional activity.
Scientific novelty and originality. Here, the prolongation of BAC functionality in foods is
represented as a counterpart of entropic control: hierarchization; removal of destabilizing
compounds; antioxidant synergism; BAC-polymer complexation; microstructure formation. The
points of novelty are: (1) new research protocols: electrochemical control of microencapsulation,
polydispersity analysis, RGB profile determination, the hybrid use of instrumental techniques and
mathematical modeling; (2) the development of models combining chemical analysis and process
simulation; (3) the evaluation of food quality in relation to BAC functionality.
Results obtained. Regression equations, thermodynamic parameters, statistical and combinatorial
models; interpretation of UV-Vis, FTIR-ATR spectra and HPLC/PDA chromatograms; CIELab
and RGB chromatic profiles; phase diagrams of protein-polyuronate compositions and W/O/W
emulsions; stabilization mechanisms of biopolymer-pigment-water systems.
Theoretical significance: Reasoned clarification of certain controversial aspects in the
thermodynamics of biological systems; demonstration of the usefulness of thought experiments in
the study of food compositions; analysis of the limited efficacy of traditional methods for
maintaining BAC functionality; elaboration of new operational systems and technological
approaches to ensure extended functionality of BAC in food compositions; elucidation of
stabilization mechanisms in structured systems.
Practical value: The results support the development of functional foods, the evaluation of BAC
stability, and food quality monitoring, contributing to more efficient food technologies and high-
quality products, strengthening research infrastructure and TUM-industry partnerships, and
increasing the competitiveness of the Republic of Moldova on the European market.
Implementation of scientific results: Some results were implemented in the course “Physical
Chemistry”, “Biochemistry”. A 9 invention patents were granted based on the thesis topics.
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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta temei abordate. La nivel global s-a schimbat profund profilul
bolilor cronice, marcand o tranzitie de la bolile infectioase la cele cronice netransmisibile, precum
obezitatea, diabetul zaharat, bolile cardiovasculare si unele forme de cancer (1). Aceste afectiuni
sunt 1n stransa legatura cu alimentatia dezechilibrata, saraca in compusi biologic activi benefici si
bogata in aditivi artificiali, grasimi oxidate, zaharuri si alte ingrediente cu valoare fiziologica
redusd. Se considerd cd un consum de alimente care contin compusi biologic activi influenteaza
pozitiv procesele biochimice, contribuind la mentinerea sanatatii consumatorului, prevenind
aparitia sau cel putin ajutand a tolera unele probleme de sanatate (2). Devine tot mai clara
necesitatea unei reconfigurdri a paradigmei alimentare prin dezvoltarea si integrarea pe scara larga
a alimentelor cu activitate biologica demonstrata, care sd contribuie activ la prevenirea si
ameliorarea riscurilor pentru sdnatate (3). Compusii biologic activi (CBA) din care fac parte
colorantii de origine vegetald (antocieni, betalaine, chinocalconi), acizii grasi polinesaturati,
fibrele solubile si insolubile, oligozaharidele functionale exercitd roluri esentiale in sustinerea
sanatatii fiziologice si in reducerea stresului oxidativ, a inflamatiei cronice si a dezechilibrelor
microbiotei intestinale. Insi provocarea majori constd in instabilitatea acestor compusi in
conditiile de procesare, depozitare si digestie, ceea ce reduce semnificativ eficienta lor in
alimentele procesate (4). Astfel, tema cercetarii devine de actualitate critica, intrucat propune
solutii stiintifice si tehnologice inovatoare pentru prolongarea functionalitatii compusilor biologic
activi in diverse sisteme alimentare. Pe baza unor modele termodinamice si combinatorice s-au
identificat limitele procedurilor clasice de stabilizare (inclusiv a utilizarii antioxidantilor sintetici),
fiind propuse abordari alternative: microincapsularea multifazica, complexarea cu biopolimeri,
reorganizarea fazelor apoase si reducerea activitatii apei, toate avand ca scop conservarea
activitatii biochimice si protectia compusilor sensibili in matricea alimentara. In cercetare au fost
utilizate metode experimentale performante printre care se numara spectroscopia UV-Vis st HPLC
cu detectie PDA aplicate sinergic, analiza profilului cromatic ,,Red-Green-Blue”, elaborarea si
analiza diagramelor de stare a sistemelor polifazice, tehnici electrochimice pentru controlul in timp
real al proceselor de microincapsulare, precum si estimarea efectelor economico-entropice si
exergonice (5), (6). Aceste metode au fost selectate datorita caracterului lor inovator, cét si
capacitdtii de a raspunde cerintelor complexe legate de stabilitatea, compatibilitatea reciproca si
eficienta livrarii compusilor bioactivi in matricea alimentara. Ele au permis monitorizarea precisa
si reproductibila a comportamentului CBA in conditii reale sau simulate, contribuind astfel la

fundamentarea deciziilor tehnologice.
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Elaborarea de tehnologii brevetabile cum ar fi microcapsulele de tip rezervor cu pereti
bistratificati gelatind—poliuronat, a spread-ului vegetal cu structura Ulei / Apa / Aer si a iaurturilor
imbogatite cu coloranti naturali contribuie la extinderea portofoliului de produse functionale
viabile din punct de vedere industrial.

Cercetarile efectuate ofera perspective concrete pentru valorificarea surselor vegetale
locale, precum semintele de in, sfecla rosie si sofranelul, sustinand astfel diversificarea agriculturii
autohtone si reducerea dependentei de materii prime si ingrediente importate in conformitate cu
principiile bioeconomiei circulare si sustenabilitatii agroalimentare.

Actualitatea temei este consolidatd si de alinierea Republicii Moldova la prioritatile
Uniunii Europene in materie de sandtate publica, sigurantd alimentara si sustenabilitate, in special
prin Incurajarea eliminarii treptate a aditivilor sintetici si promovarea ingredientelor naturale cu
valoare functionald demonstratd (7), (8). Integrarea inovatiei stiintifice in industria alimentara,
sustinutd de politici publice active, cercetare aplicativa si parteneriate intersectoriale, reprezinta
una dintre directiile strategice pentru dezvoltarea economica a Republicii Moldova si incadrarea
in spatiul comun european (9).

Tema cercetarii se axeaza pe directiile de cercetare din aria stiintei si tehnologiei alimentare
realizate la Universitatea Tehnicad a Moldovei (10), (11). Continutul tezei propune instrumente
concrete, testate si transferabile pentru dezvoltarea unei noi generatii de produse alimentare
functionale capabile sa contribuie la diversificarea productiei agroalimentare si ameliorarea
sanatatii populatiei.

Scopul lucrarii (obiectiv-cadru): elaborarea si validarea unor strategii stiintifice si
tehnologice inovatoare de prolongare a functionalitatii compusilor biologic activi in sistemele-
model si compozitiile alimentare prin integrarea metodelor instrumentale clasice si moderne de
cercetare, dezvoltarea de modele matematice (termodinamice, statistice si combinatorice),
elaborarea metodelor de extractie a biopolimerilor cu proprietati functionale, de microincapsulare
a lipidelor si vitaminelor liposolubile, de complexare a colorantilor naturali cu biopolimeri,
monitorizarea si controlul parametrilor fizico-chimici ai proceselor tehnologice relevante pentru
industria alimentara.

Obiective: in vederea realizarii obiectivului-cadru au fost formulate obiective
operationale, care au determinat metodologia de cercetare si structura prezentei lucrari:

1. Precizarea mecanismelor de destabilizare si de stabilizare a CBA sub actiunea factorilor fizico-

chimici (pH, temperatura, durata, razele UV) si mecanici.
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2. Dezvoltarea si adaptarea metodelor analitice avansate (spectroscopiile UV-Vis si FTIR,
HPLC-PDA, metode electrochimice, metode hibride) pentru monitorizarea in timp real a
integritatii si activitatii functionale a CBA 1n sistemele alimentare-model si reale.

3. Optimizarea procedeelor de extractie si purificare pentru obtinerea CBA din surse vegetale,
mentinerea integritatii lor structurale si valorii functionale in produsele alimentare.

4. Elaborarea si modelarea termodinamicd, combinatoricd si statisticd a sistemelor
polifazice — sistemelor Apa/Ulei/Aer, microcapsulelor, obtinerea produselor functionale lipidice
st acido-lactice cu un continut optimizat de acizi grasi polinesaturati si structura stabila.

5. Studierea si aplicarea biopolimerilor alimentari (alginat, arabinoxilan, acid hialuronic,
celuloza microcristalind, inulind) ca agenti activi de stabilizare a colorantilor naturali, inclusiv prin
identificarea si explicarea interactiunilor benefice sau destabilizante.

6. Obtinerea si validarea aplicabilitatii unor suplimente alimentare noi cu stabilitate ridicata
si activitate prolongata in mediile caracteristice produselor alimentare.

7. Adaptarea tehnologicd a colorantilor naturali in unele produse fermentate n scopul
inlocuirii colorantilor sintetici cu coloranti naturali compatibili senzorial.

8. Precizarea si analiza criticd a rolului unor fenomene fizico-chimice, care fac parte din
procesul de microincapsulare in vederea eficientizarii tehnologiei de microincapsulare a CBA.

9. Demonstrarea aspectului termodinamic al biosintezei CBA 1in plante, stabilirea legaturii
cauzale dintre termodinamica acumularii CBA si maximizarea valorii alimentelor functionale.

10.  Elaborarea si brevetarea procedeelor si schemelor tehnologice care asigurd prolongarea
activitatii functionale a compusilor biologic activi in alimente.

Ipoteza de cercetare. Se presupune cd integrarea strategiilor clasice si moderne de
stabilizare a compusilor biologic activi, inclusiv prin modelarea influentei factorilor fizico-
chimici, reducerea entropiei sistemului si aplicarea procedurilor de microincapsulare si
complexare cu biopolimeri va conduce la prolongarea functionalitatii acestor compusi in produsele
alimentare. Totodatd, monitorizarea si controlul proceselor prin metode analitice avansate,
impreund cu stabilizarea matricei si efectul de livrare tintita vor contribui la conservarea valorii
biologice a CBA in conditii reale de procesare si consum.

Sinteza metodologiei de cercetare si justificare a metodelor alese. Problema stiintifica
constd In incapacitatea temporard de a explica unele fenomene exclusiv in baza cunostintelor
stiintifice deja existente (12), neintelegerea cauzelor unui fenomen sau proces care poate fi inteles
prin elaborarea si realizarea experimentului activ (13). Metodologia aplicatd se bazeaza pe
integrarea tehnicilor experimentale, a modelelor matematice si a procedeelor tehnologice menite

sd investigheze si sd optimizeze stabilitatea compusilor biologic activi (CBA) in sistemele
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alimentare complexe. Pentru analiza calitativd si cantitativd a compusilor biologic activi s-au
utilizat metode spectroscopice UV-Vis si cromatografia lichida de Tnalta performanta cu detectie
fotodiodica, folosind echipamente ,,Shimadzu LC-2030 3D-Plus” cu detector integrat tip PDA si
instrumentul HPLC ,,Agilent 1260, cuplat cu detectorul MS ,,Agilent 6110” (Universitatea de
Stiinte Agricole si Medicind Veterinara, Cluj-Napoca, Roméania). Aceste instrumente au fost alese
cromoforii colorantilor naturali (antocieni, betalaine, chinocalconi).

Controlul morfologiei si polidispersitatii microcapsulelor a fost realizat printr-o metoda
originald bazatd pe analiza imagistica, utilizdnd imagini marite si tiparite ale suspensiilor de
microcapsule in combinatie cu calculele statistico-geometrice (volum, diametru mediu, fractie de
volum). Aceasta metoda a fost validata pentru emulsii de tip ulei/apa si suspensii cu microcapsule
lipidice comestibile, reprezentand o alternativa fatd de metodele clasice, care implicd utilizarea
seturilor de site cu orificii de diferite dimensiuni, ceea ce este inaplicabil sistemelor lichide.

Pentru caracterizarea structurii si a interactiunilor dintre biopolimeri si pigmenti s-au
utilizat metode combinate de spectroscopie FTIR-ATR la spectrometrul ,,Simadzu IR Prestige 21”
(Universitatea de Stiinte Agricole si Medicind Veterinara, Cluj-Napoca, Roméania) cu accesoriu
ATR din diamant, care permite analiza spectrelor IR a probelor in orice stare de agregare. Analiza
cromaticad CIELab a fost realizatd cu ajutorul analizorului cromatic ,,Konica Minolta CR-400”
(UTM). Aceste analize au permis interpretarea corelatiei dintre modificdrile structurale ale
produsului si a stabilitdtii colorantilor in matricea alimentara polifazicd. Totodata, a fost elaborata
o metoda noud de analizd a profilului cromatic in coordonatele RGB, care implica utilizarea
aplicatiilor de tip ,,LuxLightMeter” (stabilirea intensitatii expozitiei) si ,,JmageColorPicker”
(determinarea parametrilor cromatici ai unui pixel din imagine).

In vederea controlului procesului de microincapsulare a fost elaborat si aplicat un sistem
electrochimic de monitorizare, care reprezintd un ansamblu alcatuit din multitester, pH-metru,
termostat, dispozitiv de dozare si agitator. Acest sistem integrat permite supravegherea
parametrilor-cheie ai procesului de microincapsulare si excluderea unor etape intermediare
(separare sau uscare). Aceasta metoda originala si adaptata la specificul capsulelor de tip rezervor
cu produsele lactate fermentate.

Modelarea proceselor de stabilizare si de formulare a sistemelor alimentare a fost realizata
prin utilizarea unor modele matematice: termodinamic (au fost calculati parametrii termodinamici

de biosinteza ai CBA din diferite clase), statistice (a fost demonstrat rolul si necesitatea pastrarii
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structurii ierarhice a alimentului pentru prolongarea activitatii CBA) si combinatorice (au fost
analizate si interpretate limitele stabilitatii sistemelor Ulei / Apa / Aer).

Alegerea metodelor mentionate este justificata prin necesitatea cercetarilor atat in vitro, cat
si in sistemele reale (extracte vegetale, emulsii, produse lactate), precum si de dorinta de a obtine
rezultate statistic justificate, reproductibile, transferabile si extensibile pe scari industriald. In
ansamblu, metodologiile utilizate corespund celor mai actuale tendinte In cercetare si oferd un
cadru coerent pentru dezvoltarea produselor functionale inovatoare.

Importanta teoretica si inovatia stiintifica a lucrarii. Utilizarea complexa a metodelor
instrumentale, a analizei sistemice si a modeldrii matematice a contribuit la evidentierea
urmatoarelor aspecte de importanta teoretica si inovatie stiintifica:

o prolongarea functionalitdtii CBA in alimente este corelatd cu ciclul lor de viata si cu
modificarile functiilor lor termodinamice, in special ale entropiei,

. micsorarea producerii entropiei este unul dintre factorii principali care contribuie la
prolongarea functionalitatii sistemelor biologice si alimentare;

o controlul producerii entropiei si mentinerea sau asamblarea structurilor ierarhice ale
sistemelor alimentare constituie pilonii prolongarii functionalitatii CBA;

. reducerea entropiei sistemelor alimentare poate fi realizata astfel:

v indepartarea selectiva si ampla a compusilor destabilizanti;

v interactiunea sinergica (complementard) a antioxidantilor sintetici si naturali;

v complexarea CBA (colorantilor) cu biopolimeri comestibili;

v formarea de microstructuri ordonate care limiteaza dezorganizarea sistemica.

In plan metodologic si aplicativ, cercetarea aduce elemente de noutate prin elaborarea si
aplicarea unor metode originale, contribuind la definirea unor parametri de evaluare a calitatii
produselor alimentare si la dezvoltarea unui model tehnologic integrat, care combind analiza
chimicd cu simularea proceselor, orientat spre dezvoltarea alimentelor functionale cu valoare

adaugata pentru sandtatea consumatorului:

o sistem de control electrochimic al microincapsularii;
o metoda de analiza a polidispersitatii emulsiilor si suspensiilor de microcapsule;
o diversificarea metodelor de evaluare si cresterea accesibilitdtii determindrii profilului

cromatic al probelor in diferite stari de agregare;
. utilizarea tehnicilor spectroscopice, HPLC si a modelarii statistico-matematice pentru

caracterizarea directd si indirectd a stabilitatii sistemelor alimentare functionale.
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Aceasta abordare conceptuald a permis nu doar interpretarea proceselor de stabilizare a

CBA, dar si formularea unor parametri de evaluare a calitatii produselor alimentare si dezvoltarea

unor modele tehnologice integrate orientate spre crearea alimentelor functionale.

Valoarea aplicativa a lucrarii. Brevetabilitatea Tnalta a rezultatelor obtinute sugereaza ca
acestea au valoare aplicativa semnificativa si pot fi utilizate in urmatoarele directii:

o dezvoltarea alimentelor functionale cu CBA stabili (in special lactate fermentate),
contribuind la dezvoltarea tehnologiilor alimentare mai eficiente si produse de calitate
superioara;

o evaluarea stabilitatii pigmentilor si antioxidantilor in produsele alimentare si utilizarea
rezultatelor in platforme digitale si IA de monitorizare a calitatii alimentelor;

. diversificarea surselor vegetale autohtone prin culturi valoroase (Carthamus tinctorius) si
elaborarea de politici pentru inlocuirea aditivilor sintetici cu ingrediente naturale;

o consolidarea infrastructurii de cercetare si a parteneriatelor universitate—industrie,
contribuind la dezvoltarea colaborarii dintre UTM si sectorul agroalimentar;
ca centru emergent In cercetarea alimentara, precum si promovarea educatiei alimentare si
a alegerii constiente de catre consumatori.

Aprobarea lucrarii la foruri stiintifice nationale si internationale. Rezultatele
principale ale tezei au fost comunicate si discutate in cadrul conferintelor nationale si
internationale.

Conferinte internationale de peste hotare: 11™ International Symposium Euro-
Aliment, 2023, Galati, Romania; Conference Euro-Aliment, the 10th International Symposium,
2021, Galati, Romania; 16™ International Conference of Constructive Design and Technological
Optimization in Machine Building Field, 2021, Bacdu, Romania; 4th International Scientific
Conference Agrobiodiversity Nutrition, Health and Quality of Human and Bees Life, 2019, Nitra,
Slovacia.

Conferinte internationale desfasurate in Republica Moldova: International
Conference Modern Technologies in The Food Industry, 2022, Chisindu, Republica Moldova;
Conferinta Intelligent Valorisation of Agro-Food Industrial Wastes, 2021, Chisinau, Republica
Moldova; International Conference Modern Technologies in the Food Industry, 2018, Chisinau,
Republica Moldova. La fel, rezultatele respectivei teze au fost prezentate si in cadrul
conferintelor nationale: Conferinta tehnico-stiintifica a studentilor, masteranzilor si

doctoranzilor, 2021, Chisinau, Republica Moldova (Diploma de gradul III); Conferinta tehnico-
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stiintificd a studentilor, masteranzilor si doctoranzilor, 2019, Chisinau, Republica Moldova
(Diploma de gradul II); Conferinta tehnico-stiintifici a studentilor, masteranzilor si
doctoranzilor, 2017, Chisindu, Republica Moldova.

Rezultatele au fost prezentate si la un sir de saloane de inventica internationale: The
7" Innovation and Creative Education Fair for Youth ICE-USV (Medalia de bronz); Salonul
International al Cercetarii Stiintifice, Inovarii si Inventicii PRO INVENT, editia a XX-a, 26-28
octombrie 2022, Cluj-Napoca, Roméania (Medalia de aur si Diploma de apreciere a Ministerului
Sanatatii al Republicii Moldova, Agentia Nationala pentru Sanatate Publica); International Fair
of Innovation and creative Education for Youth, ICE — USV, 5% Edition, 28-29 mai 2021,
Suceava, Romania (Medalia de bronz); Expozitia Internationald Specializatda INFOINVENT,
editia a XVII-a, 17-20 noiembrie, 2021, Chisindu, Republica Moldova (Medalia de bronz);
European Exhibition of Creativity and Innovation, 13th edition - EUROINVENT, 22 mai, 2021,
lasi, Rominia (Medalia de aur); The 25" International Exhibition of Inventions, INVENTICA,
editia a XXV-a, 23-25 iunie, 2021, lasi, Romania (Medalia de argint); Salonul International al
Cercetdrii Stiintifice, Inovdrii si Inventicii PRO INVENT, editia a XVIII-a, 18-20 noiembrie,
2020, Cluj-Napoca, Roméania (Diploma de excelentd, Medalia de aur si Premiul ,,Augustin
Maior”).

Publicatii la tema tezei: rezultatele obtinute au fost publicate in 48 de lucrari stiintifice
dintre care: 1 monografie; 4 capitole In monografia colectiva elaborata in cadrul Proiectului de
Stat 20.80009.5107.09; 5 articole in baze stiintificometrice Web of Science, PubMed si Scopus;
8 articole in reviste din bazele de date acceptate de ciatre ANACEC. La tema tezei au fost
inregistrate 9 brevete de inventie.

Sumarul capitolelor tezei. Lucrarea este expusd pe 169 pagini text de baza si include
compartimentele: adnotari in limbile romana si engleza, introducere, 6 capitole, concluzii generale
si recomandari, bibliografia cu 424 referinte. Teza contine 88 figuri si 40 tabele.

Introducerea prezinta actualitatea stiintificd a temei tezei; obiectivul-cadru (scopul) tezei;
obiectivele operationale; ipoteza stiintificd generald; sinteza si argumentarea metodologiel
cercetarii; importanta teoretica si noutatea stiintificd; valoarea aplicativa a lucrarii; lista forurilor
internationale si nationale, saloanelor de inventicd unde au fost prezentate materialele tezei;
caracteristica publicatiilor; sumarul capitolelor; cuvinte-cheie.

In Capitolul 1, Problemele prolongirii functionalititii compusilor biologic activi in
sistemele biologice si alimentare, sunt expuse caracteristicile si provocarile utilizarii compusilor
biologic activi (CBA) in alimentele functionale. Se discuta originea, diversitatea structurala si

clasificarea acestora in functie de efectele asupra sanatatii. Se subliniaza lipsa unei terminologii
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uniforme si dificultdtile legislative privind utilizarea CBA. Este analizatd oxidarea lipidelor
nesaturate si posibilele metode de prevenire, inclusiv utilizarea antioxidantilor si formularea
compozitiilor echilibrate AGS/AGPNS. Se atrage atentia asupra riscurilor asociate hidrogenarii si
se mentioneazd utilizarea pectinei drept component cu efect stabilizator. Se descrie
microincapsularea ca metoda de protectie a CBA, incluzand tipurile de capsule, materialele de
perete, tehnicile aplicabile (,,Spray Drying”, , Layer-by-Layer”, coacervarea etc.) si limitarile
legate de cost, acceptabilitate si proprietdtile senzoriale. Se efectueaza clasificarea generald a
ingredientelor Tncapsulate. Se abordeaza problemele de stabilitate a compusilor hidrosolubili, In
special polifenoli si coloranti naturali sub influenta pH, a apei, solventilor si biopolimerilor.

in Capitolul 2, Materiale si metode de cercetare, sunt analizate sursele vegetale utilizate
pentru obtinerea compusilor biologic activi si a biopolimerilor, este data caracteristica CBA
studiati in cadrul tezei. Se prezinta concis metode, procedee si sisteme atat cunoscute, cat si
originale de analiza a alimentelor: sistemul de adsorbtie/elutie la viteza constanta, instalatia pentru
analiza sistemelor proteind/polizaharida prin electroforeza, instalatia pentru controlul
electrochimic al microincapsularii, metoda originala de evaluare a polidispersitatii sistemelor U/A
si suspensiilor Incapsulate, precum si 0 metoda accesibild de determinare cantitativa a profilului
cromatic prin analiza RGB. Este argumentatd necesitatea utilizarii combinate a metodelor
instrumentale, matematice, statistice si logice. Dintre metodele instrumentale sunt evidentiate
metodele spectroscopice UV-Vis si FTIR, cromatografia HPLC cu detectie PDA considerate
adecvate pentru analiza CBA anume datorita structurii specifice a acestora.

Capitolul 3, Stabilizarea si prolongarea functionalitatii compusilor biologic activi in
sistemele alimentare, abordeaza strategiile de stabilizare si prolongare a activitatii compusilor
biologic activi — polifenolilor, colorantilor naturali, acizilor grasi polinesaturati in diverse sisteme
model si alimentare. S-a evidentiat rolul esential al reducerii activitdtii apei in mentinerea
stabilitdtii acestor compusi atét in sistemele apoase, cat si In cele lipidice. Se aduce in prim-plan
vulnerabilitatea colorantilor rosii din diferite clase in mediile umede si se argumenteaza utilizarea
calconilor ca alternativa viabild la antocieni. Desi cartamina este un calcon rosu cu stabilitate
cinetica scazutd, capacitatea de a-si mentine culoarea rosie intr-un interval de pH mai larg decat
antocienii constituie un avantaj functional important, ce necesitd solutii pentru cresterea
durabilitatii in timp. S-a demonstrat ca apa favorizeaza oxidarea acizilor grasi polinesaturati, fiind
necesard co-structurarea acestora cu alte componente lipidice pentru asigurarea stabilitatii lor. A
fost propusa o schema tehnologica inovatoare pentru producerea spread-ului vegetal cu structura

asemanatoare untului si compozitie echilibrata de acizi grasi, in special ®3 si we.
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Capitolul 4, Prolongarea functionalitatii compusilor biologic activi in sistemele si
compozitiile cu polimeri functionali, abordeaza obtinerea, caracterizarea si aplicabilitatea
biopolimerilor naturali si sintetici in stabilizarea compusilor biologic activi, in special a
colorantilor naturali rosii in sistemele alimentare. Au fost elaborate tehnologii de extractie si
purificare a alginatilor si arabinoxilanului, demonstrand ca structura macromoleculara si grupele
functionale ale biopolimerilor influenteazd semnificativ stabilitatea pigmentilor din clasele
antocienilor, betalainelor si chinocalconilor. Studiile experimentale au evidentiat interactiuni
specifice intre biopolimeri si pigmenti cu efecte sinergice sau destabilizatoare, in functie de natura
chimica a partenerilor. S-au remarcat complexele stabile de betanina-acid hialuronic si cartamina—
celuloza relevante pentru produsele alimentare. Metodele spectroscopice si analitice (UV-Vis,
FTIR, analiza RGB) au fost utilizate pentru evaluarea stabilitatii cromatice, conducand la
dezvoltarea unor compozitii colorante optimizate pentru produsele alimentare acide.

Capitolul 5, Prolongarea functionalitatii CBA prin microincapsulare, descrie
mecanismele fizico-chimice de formare a microcapsulelor lipidice cu accent pe revizuirea critica
a modelului clasic de coacervare si propunerea unui nou mecanism bazat pe adsorbtie si
interactiuni electrostatice moderate. A fost demonstrata importanta sarcinii electrice si a structurii
stratului dublu in stabilitatea agregativd a peretilor biopolimerici, precum si rolul punctului
izoelectric In comportamentul complexelor gelatina-acid poliuronic. S-a elaborat o tehnologie
optimizatd de microincapsulare a AGPNS in stare lichida, care include controlul electrochimic
integrat, reduce consumul de resurse si asigura formarea microcapsulelor de tip rezervor. Sunt
prezentate rezultatele incorporarii microcapsulelor in produsele alimentare acido-lactice (chefir,
smantand). Se discutd rezultatele testarii microcapsulelor in conditii simulate ale tractului
gastrointestinal, eficienta microcapsulelor pentru eliberarea controlatd a CBA.

In Capitolul 6, Aspecte ale termodinamicii compusilor biologic activi, se discuti
fundamentele termodinamice ale biosintezei, stabilitatii si valorificarii compusilor biologic activi
din materii prime vegetale in scopul optimizarii continutului functional al produselor alimentare.
A fost argumentatd termodinamic importanta sincronizarii momentului recoltdrii si conditiile
favorabile din punct de vedere energetic si exergonic, precum si necesitatea pastrarii organizarii
structurale a materiei prime vegetale pentru prevenirea proceselor de degradare a CBA. Se discuta
aspectele compatibilitatii chimice si structurale intre componentele alimentare. S-a evidentiat rolul
controlului entropiei n operatiile de procesare, ce asigura prolongarea functionalitatii CBA.

Cuvinte-cheie: antocieni, betanina, biopolimeri, chinocalconi, combinatorica, diagrame
de stare, functii termodinamice, entropie, lipide polinesaturate, microincapsulare, modelare

matematica, produse acido-lactice, stabilitate sisteme biologice.
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Capitolul 1. PROBLEMELE PROLONGARII FUNCTIONALITATII COMPUSILOR
BIOLOGIC ACTIVI IN SISTEMELE BIOLOGICE SI ALIMENTARE

CBA reprezinta un grup de compusi din diferite clase de interes stiintific multidisciplinar,
fiind investigati din perspectivele biologiei, chimiei, farmacologiei, veterinariei, alimentatiei si
nutritiei (14). In industria alimentard, compusi biologic activi sunt in general utilizati fie ca
suplimente alimentare, fie ca ingrediente in compozitii alimentare functionale, care combina
proprietatile nutritive cu cele fiziologice (15). Activitatea biologicd a acestor compusi nu se
limiteaza la un efect nutritiv conventional, ci implica influenta asupra unor procese fiziologice
esentiale din organismul uman la concentratii foarte mici (16). Activitatea intensa la doze mici
diferentiazd compusi biologic activi de nutrienti de baza cu functii energetice si de constructie.

CBA sunt predominant compusi de origine biogena, mai rar artificiala sau sintetica, care
au capacitatea de a modula functii fiziologice, fara ca efectul lor sa fie neaparat benefic. Nu toate
substantele cu activitate biologicd pot fi considerate favorabile sanatatii. In aceastd privinta,
includerea in unele surse a pesticidelor, erbicidelor sau chiar a agentilor chimici de razboi in
categoria compusilor biologic activi apare ca fiind stiintific discutabila (17), (18).

Un alt aspect relevant este sursa de provenientd a CBA. In timp ce unele specii precum
Camellia sinensis (ceaiul verde) au devenit in unele culturi alimentare parte integrantd a
alimentatiei zilnice, majoritatea plantelor medicinale bogate in CBA nu sunt utilizate traditional
ca alimente, ci la necesitate, in calitate de remedii (19). Diversitatea botanica implica existenta
multimii de CBA naturali, care raman neinvestigati din perspectiva valorificarii lor in alimente
functionale. Lipsa unei definitii clare a compusilor biologic activi, impreund cu neintelegerile
legate de statutul bioactiv sau nutritiv al proteinelor, fibrelor alimentare si polizaharidelor,
subliniazd necesitatea unei armonizari conceptuale. Neuniformitate terminologica existentd
afecteaza nu doar cercetarea stiintificd de baza, ci si elaborarea reglementarilor pentru utilizarea

CBA 1n alimentele functionale moderne (20).
1.1.  Caracteristica alimentelor functionale si compusilor biologic activi

Alimentele functionale sunt concepute pentru a furniza beneficii suplimentare pentru
sdndtate, cum ar fi prevenirea bolilor cronice sau imbunatatirea functiilor fiziologice (20). Pe langa

valoarea nutritionala si energetica, alimentele functionale contin CBA 1in cantitati suficiente, care

sunt capabile sa asigure efecte pozitive asupra organismului si sd contribuie la pastrarea sanatatii
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si cresterea calitatii vietii (21), (22). Totodata, la alimentele functionale se atribuie alimentele cu
un continut de organisme probiotice, avand actiune benefica (11).

Elaborarea si comercializarea alimentelor functionale implica un set de aspecte legislative,
economice, senzoriale si educationale. Validarea functionalitatii alimentelor presupune
desfasurarea studiilor clinice costisitoare si consumatoare de timp, ceea ce limiteaza
implementarea produselor functionale pe scara larga (23). Compusii biologic activi necaracteristici
produsului functional modifica textura sau gustul produselor (24). Perceptia si inteligenta
consumatorilor are un rol esential in succesul comercial al produselor functionale. Consumatorii
deseori percep mentiunile de sanatate ca pe un artificiu de marketing, iar nivelul redus de educatie
si lipsa cunostintelor stiintifice influenteaza negativ gradul de acceptare (25).

Alimentele functionale trebuie sa respecte reglementari de siguranta, etichetare si validarea
afirmatiilor de sdnatate. Birocratia si lipsa armonizarii legislative pot Intirzia lansarea produselor
pe piatd (26). Costurile de productie ale alimentelor functionale includ cheltuieli pentru
ingrediente, cercetare, certificare si marketing, ceea ce duce la un pret final majorat si la o
concurenta defavorabila fatd de produsele traditionale (27).

Compusii biologic activi cu efecte benefice asupra organismului uman cuprind diferite
clase de compusi naturali de origine horticola si animaliera din ce in ce mai non-conventionali (28)
(29), precum si analogii lor structurali obtinuti pe cale de sinteza chimica (30):

v proteinele biogene si aminoacizii esentiali (L-valind, L-leucind, L-fenilalanina etc.);

v acizii grasi polinesaturati esentiali (linoleic Cis:2, ws; linolenic Cis3, 3; arahidonic
Ca0:4, 06; eicosapentaenoic Cao:s, 03; docosahexaenoic Caz:6, 3 €tc.);

v enzimele si coenzimele antioxidante (superoxiddismutaza, coenzima Q1o etc.);

v vitaminele hidrosolubile (C, Bi, Bz, Bs, Bo, Bi2, P), liposolubile (A, E, D, F, K);

v polifenoli din diferite clase: derivatii acidului galic ,,Cs” si elagic ,,Cs-Cs”, tanine,
calconi ,,Cs-C3”, derivatii fenilbenzopiranului (flavanului) — flavanoide ,,Cs-C3-Cs” (31);

v diferite forme ale bioelementelor (Mg, K, Ca, Cu, Zn, 1, P, Fe(Il), Fe(III) etc.);

v fibrele alimentare (polizaharide, colagen, acizii poliuronici si sarurile lor).

La grupul compusilor biologic activi, care manifestd efecte negative asupra organismului
uman, se refera preponderent compusii de origine antropogena. In literatura acesti compusi mai
des se identificd ca fiind contaminanti (32), (33):

v pesticidele, erbicidele, insecticidele organice care manifesta activitate letala universala cu
actiune de lunga durata si sunt capabile sa se acumuleze in tesuturile mamiferelor;
v nitratii si nitritii (Na / K)NOs, (Na/ K)NO, (Ca/Mg)(NO3 / NO»),, care sunt precursorii

formarii nitrozaminelor cancerigene;
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v hidrocarburile policiclice aromatice, inclusiv cele care se acumuleaza in sol si in apele de

irigare datoritd scurgerilor combustibilului si lubrifiantilor;

v izotopii radioactivi naturali si antropogeni (°°St, 1*’Cs, ®4Co, 3'1, 3%P etc.) (34);
v antibioticele: polipeptide, tetracicline, aminoglicozide etc.;
v toxinele de origine microbiologica care provin din microorganisme: bacterii Clostridium

Botulinum (micotoxine), Bacillus Cereus (aflatoxinele); fungi Aspergillius clavatus
(tryptoquivalone), Penicillium Expansum (patulina); virusi.

Polipeptidele generate de virusi in urma ciclului propriu de dezvoltare sunt strdine
organismului uman, manifestand toxicitate tisulara inalta (21).

Totodata, celulele sistemului imunitar al organismului — fagocitele, specializate in
nimicirea bacteriilor si virusilor, produc metaboliti toxici in procesul activitatii lor care, de
asemenea, pot fi considerati compusi biologic activi cu acrivitate nedorita. In conditiile agriculturii
intensive exista riscuri ca compusii biologic activi cu activitate nefasta sa faca parte din compozitia
alimentelor (35).

In afara de compusii chimici de origine naturala si antropogena (atat benefici, cat si nu), un
rol tot mai mare il au sursele microbiologice de compusi biologic activi, dintre care fac parte
compozitiile probiotice si prebiotice (36). Probioticele sunt suplimente alimentare ce contin
microorganisme viabile benefice pentru organism, care pot genera efecte de imbunatatire a
proceselor digestive, de reinnoire si de corectie a microflorei intestinale: Bifidobacterium
(B. Breve, B. Infantis, B. Lactis, B. Bifidum) si Lactobacillus (L. Acidophilus, L. Amylovorous,
L. Casei, L. Plantorum, L. Fermentum). Prin administrarea acestor microorganisme in cantitdti
suficiente din punct de vedere fiziologic (107-10° celule) are loc dezvoltarea microflorei favorabile
cu beneficii asupra procesului de digestie si starii de confort fizic.

Prebioticele reprezintd ingrediente alimentare functionale bogate in glucide, care isi
exercitd functia la nivel simbiotic, servind drept hrand pentru microorganismele intestinale.
Stimularea cresterii speciei de bacterii utile in cadrul sistemului digestiv regleaza ciclul vital al
microflorei intestinale benefice, restabilind echilibrul chimic si asigurand homeostaza (37).

Din clasa prebioticelor fac parte hidratii de carbon digerabili si indigerabili si derivatii
acestora: inulina, alginatii, fucoidanii, oligozaharidele, galactoza, lactuloza, rafinoza. Prebioticele
pot fi gasite Tn mai multe alimente de origine vegetala: alge, cereale integrale, legume, prune,
fasole, mazare, ceapa, gutui, sfecld rosie, majoritatea fructelor de padure etc. (21). Efectele
prebioticelor includ inhibarea reproducerii microorganismelor patogene, ameliorarea procesului

de asimilare a compusilor nutritivi, stimularea secretiei compusilor antibacterieni, metabolizarea

......
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Cercetarile recente efectuate la Universitatea Tehnicd a Moldovei (10) demonstreaza ca
rolul prebioticelor nu se reduce doar la functia de hrana sau substrat pentru bacteriile benefice.
Prebioticele pot sa amelioreze parametrii tehnologici de fabricare a unor produse din carne (38),
sd prolongheze activitatea compusilor biologic activi prin formarea compozitiilor stabile cu
compusii biologic activi. In linii generale, aceste efecte de prolongare ale activitatii functionale a
CBA se manifesta prin diferite mecanisme:

v modificarea considerabila a stdrii fazice (evident si fizice) a apei in jurul macromoleculelor

unor polizaharide, Indeosebi a biopolimerilor grefati (39);

v adsorbtia si complexarea compusilor biologic activi polifenolici cu macromoleculele

biopolimerilor, care la randul lor au functii prebiotice (40);

v protectia moleculelor compusilor biologic activi de degradarile oxidative sau

conformationale (41).

Alimentele functionale se clasifica in functie de mai multi parametri relevanti, printre care
modul de preparare, functionalitatea specifica si categoria de consumatori-tinta (42). In functie de
modul in care sunt preparate, alimentele functionale se impart In urmatoarele grupe:

v produse alimentare naturale care contin compusi biologic activi 1n stare activa in cantitati
semnificative, terapeutice;

v produse alimentare obtinute prin fortificarea alimentelor traditionale cu compusi biologic
activi cu ajutorul diferitelor procedee tehnologice;

v produse alimentare obtinute prin eliminarea compusilor bioactivi nocivi sau prin
eliminarea compusilor, care reprezinta risc pentru unele categorii de consumatori (43).
Clasificarea dupa functionalitatea specificd asupra organismului uman, precum si dupa

categoria de consumatori-tintd permite o diferentiere a produselor in functie de beneficiile

fiziologice urmarite si de necesitatile particulare ale diverselor grupuri de populatie:

v alimente functionale pentru persoanele care suferd de diabet zaharat (43);
v alimente functionale pentru prevenirea bolilor cardiovasculare (44);

v alimente functionale pentru prevenirea cariilor dentare;

v pentru evitarea alergiilor si intolerantei alimentare;

v

pentru prevenirea sau combaterea patologiilor organelor interne (45), (46).

Domeniul alimentelor functionale se dezvolta activ, dar are incd o serie de probleme
nerezolvate de ordin stiintific, tehnologic si legislativ. Problemele mentionate des in literatura sunt:
biodisponibilitatea insuficienta a componentelor active; baza stiintifica limitata (47); incertitudine
de reglementare (48), provocdri etice si de marketing (49), lipsa solutiilor personalizate pentru

consumatorii cu necesitati individuale (50).
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1.2.  Prevenirea oxidarii lipidelor in compozitiile de tip AGS / AGNS

Prevenirea oxidarii lipidelor ramane actuald pentru conservarea alimentelor, in special
pentru produsele bogate 1n acizi grasi nesaturati. Oxidarea duce la modificari senzoriale nedorite
(rancezire, aparitia aromelor nedorite, decolorare), reduce calitatea nutritionald si genereaza
compusi ddunatori printre care sunt peroxizii si radicalii liberi (51).

Prevenirea oxidarii lipidelor presupune utilizarea ambalajelor anti-UV, blocarea enzimelor,
tratarea cu oxid de sulf(IV), ambalarea in gaz inert sau in vid (52). Utilizarea antioxidantilor
constituie o directie importantd pentru inhibarea proceselor de oxidare si de autooxidare a lipidelor.
Metodologia utilizdrii antioxidantilor se bazeaza pe datele cercetarilor privind toxicitatea
potentiald si reald a acestora si asigurarea controlului privind respectarea normelor de utilizare,
specificate in actele normative in vigoare (53), (8). Modificarea proprietatilor uleiurilor vegetale
poate avea loc prin formarea compozitiilor cu un continut inalt de compusi biologic activi de
origine vegetala, avand proprietati de antioxidanti naturali (54).

Studiile lipidelor chimic modificate au reusit sa influenteze politicile guvernamentale la
nivelul Uniunii Europene (55). In ciuda acestui fapt se mai breveteazi unele procedee, care sunt
discutabile in contextul cunostintelor actuale despre activitatea biologicad a lipidelor. Astfel, ca
metodd de marire a stabilitatii compozitiilor lipidice se considera hidrogenarea catalitica (56).
Din punct de vedere strict chimic, stabilizarea sistemelor chimice cu legaturi duble multiple prin
hidrogenare reprezinta lichidarea functionalitatii acestor sisteme, deoarece anume legaturi duble
asigurd esenta functionalitatii acizilor grasi polinesaturati. Saturarea legdturilor duble insotitd de
trans-izomerizare, adica, ,stabilizarile” prin hidrogenare, contribuie la agravarea problemelor
cauzate de lipide in alimentatie (57).

Pe fundalul deficitului tot mai mare de grasimi de origine animaliera se efectueaza cercetari
in scopul stabilizarii compozitiilor alimentare formate din lipide vegetale si animale combinate.
Un interes deosebit reprezintd sistemele in care functia de agenti de stabilizare revine
biopolimerilor, de exemplu, pectinelor cu grad scazut de metoxilare (58), (59).

S-a constatat ca in prezenta pectinei se stabilizeaza compozitiile, care in afard de grasime
de lapte contin componenti foarte activi, i.e. uleiuri din sdmburi de bostan si de struguri (60). Se
considerd ca in aceste sisteme complexe pectina are proprietati antioxidante. Rolul de antioxidant,
atribuit pectinei, care nu are grupe functionale caracteristice antioxidantilor, probabil, se datoreaza
maririi viscozitatii fazei apoase, dar si a tensioactivitdtii pectinei, care impiedica difuzia oxigenului

din faza apoasa 1n faza lipidica (61).
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Compozitiile lipidice de calitate corespund unui raport echilibrat format din reprezentantii
diferitelor clase ale acizilor grasi: 50...60% acizi grasi mononesaturati, 30...40% acizi grasi
saturati, 10...20% acizi grasi polinesaturati. Se demonstreaza ca raportul optim asigura stabilitatea
inalta a sistemului lipidic fatd de degradarile oxidative (62). Determinarea activitatii antiradicalice
si modelarea matematica (63), (64), (65) au demonstrat ca in compozitiile alimentare lipidice
stabilizarea acizilor grasi polinesaturati (AGPNS) se datoreaza efectului protector, pe care il
manifesta acizii grasi saturati (AGS). Efectul de stabilizare este mai pronuntat la cresterea lungimii
lantului alifatic al AGS (66). S-a concluzionat cd metodele efective de stabilizare a lipidelor se
bazeaza pe formarea compozitiilor alimentare in care se respecta raportul optim AGS: AGPNS,
care contin cantitdti palpabile de CBA din alte clase (clorofila, carotene, polifenoli liposolusili sau
tensioactivi). Incorporarea AGPNS esentiali @3 si e (linolic, linolenic, eicosapentaenoic,
docosahexaenoic etc.) poate Tmbunatati considerabil valoarea functionald a alimentelor (66).

Combinarea uleiurilor vegetale bogate iIn AGPNS cu lipide partial hidrogenate,
interesterificarea usoard, fractionarea si inldturarea trans-izomerilor reprezintd o cale posibila de
fabricare a produselor cu un continut redus de acizi grasi saturati si ridicat al AGNS si AGPNS in
forma izometrica inofensiva cis- (67). Prezenta lanturilor alifatice cu flexibilitate inalta presupune
diferite variante conformationale, cauzand polimorfismul grasimilor, capacitatea lor de a se
cristaliza Tn mod diferit (68). Intervalul temperaturilor de topire a unor lipide atinge 5...7°C, fiind
mai mare decat intervalul de topire 1...2°C caracteristic moleculelor cu un numar de conformatii
redus. iImpachetarea compacti a moleculelor in structurile cristaline cauzeaza stabilitatea chimica
mai mare a grasimilor solide decét a celor lichide chiar la aceleasi temperaturi (52).

Problema-cheie pentru prolongarea functionalitdtii lipidelor constd in complexitatea
mecanismelor de oxidare influentatd de prezenta oxigenului, temperaturii, luminii, ionilor metalici,
activitatii apei (69). Controlul simultan al tuturor acestor factori este dificil, in special in sistemele
emulsionate, unde oxidarea se initiaza la interfata ulei-apa (70). O alta problema este selectarea
corectd a antioxidantilor. Antioxidantii sintetici — butilhidroxianisol (BHA) si butilhidroxitoluen —
(BHT) sunt eficienti, dar utilizarea lor se confrunta cu probleme de reglementare legislativa si de
acceptare din partea consumatorilor. Antioxidantii naturali — tocoferolii, polifenolii — sunt mai
putin eficienti, mai sensibili la pH si caldura, instabili Tn timpul procesarii. Interactiunile lor cu alti
nutrienti conduc la efecte de anihilare a capacitatii antioxidante (71). Compusii lipofili nu se
disperseaza uniform in faze apoase, iar metodele de incapsulare, cum ar fi captarea lipozomala sau
formarea nanoemulsiilor adauga complexitate si cost (72). De aceea, raimane actuald necesitatea
cercetarii interdisciplinare a mecanismelor si procedeelor de prevenire a oxidarii, capabile sa

asigure prolongarea functionalitatii compusilor biologic activi in alimentele functionale.
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1.3. Microincapsularea compusilor biologic activi — metoda de protectie in mediul

produselor alimentare

Termenul ,,microincapsulare” a aparut in circulatia stiintificad la mijlocul anilor 50 (73).
Micro- si nanoincapsuldrile sunt metode relativ noi de protectie a compusilor biologic activi de
factorii agresivi ai mediului, realizate prin crearea sistemelor cu dimensiuni nano- si micro-,
formate din compusi biologic activi in stare concentrata si peretele protector din biopolimeri
comestibili (74). Deoarece actiunea beneficd a medicamentului trebuie sd depaseasca riscurile
utilizarii lui (75), In procesele tehnologice de fabricare a formelor medicamentoase
microincapsulate se utilizeaza pe larg componenti sintetici non-comestibili, ce se reflectd in mod
indirect In multe studii experimentale si review-uri analitice (76), (77), (78). Principiul
nominalizat nu poate fi aplicat in produsele alimentare, care trebuie sa fie sigure In mod
neconditionat, din care cauza pentru produsele alimentare ,,riscurile acceptabile” sunt mult mai
reduse decat pentru formele medicamentoase (79), (80).

Aceeasi tendinta se observa la utilizarea microcapsulelor in produsele cosmetice, in care
agentii chimici, fiind de tip externum, se considera inofensivi la contactul temporar cu pielea (81),
dar totodatd nu pot fi utilizati la fabricarea alimentelor. In unele surse se remarca cu prudenti
tendinta spre utilizarea sistemelor de livrare (adica, a microcapsulelor) cu pereti asamblati din
compozitii polimerice naturale (82).

Printre restrictiile care Tmpiedica utilizarea microcapsulelor in produsele alimentare se
remarca cresterea semnificativd a pretului produsului finit, care poate fi acceptata cu greu de
industria alimentara ce are un venit relativ mic raportat la un kilogram de produs (83).

Industria alimentard se caracterizeaza prin inertie, afinitate la traditiile nationale si de
epocd, care genereaza neincrederea consumatorilor fata de noile produse alimentare. Recent au
luat amploare cercetdrile sociostatistice, care se referd la stabilirea legaturii cauzale dintre
atitudinea societatii si succesul unui produs alimentar. Astfel, cuvintele ,,microcapsule” si
»~microincapsulare” se asociaza cu detergentii si produsele cosmetice, iar descoperirea lor pe
eticheta produsului alimentar poate si produc o reactie de soc la unii consumatori (84). In general,
terminologia stiintificd nu se asociaza bine cu produsele alimentare, creand la consumatorul
neinformat respingerea produsului (85). Problemele mentionate cauzeaza stagnarea proceselor de

cercetare si minimizeaza fluxul de transfer tehnologic (figura 1.1).
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Figura 1.1. Barierele privind implementarea
nano- si microcapsulelor in diferite tehnologii (74)

Microincapsularea ca sistem tehnologic reprezintd un ansamblu complex de solutii
ingineresti, care asigura realizarea proceselor fizico-mecanice si chimice de formare a obiectelor
cu dimensiuni nano- si micro-, avand parametri programati de dimensiune, rezistenta la rupere,
impermeabilitate sau permeabilitate redusa a peretilor micro- sau nanocapsulelor cu CBA. In multe
lucrari de sinteza (83), (86), (87) dedicate problematicii microincapsularii se formuleaza
urmatoarele obiective principale ale microincapsuldrii si a utilizarii microcapsulelor (MC) in

industria alimentara:

v izolarea reversibild a continutului biologic activ de restul compozitiei alimentului. In
particular, oxigenul dizolvat in alimente este distrugdtor pentru compusii biologic activi si
contribuie la pierderea proprietatilor lor antioxidante (88);

v livrarea tintitd (,,targeted delivery”) a microcapsulei cu CBA in organul-tinta;

v eliberarea controlata (,,controlled release”) a continutului MC in organul-tinta.

Pentru obtinerea microcapsulelor se utilizeaza diferiti compusi macromoleculari. Fiind
parte integrald a unei nano- sau microcapsule, aceste structuri polimerice mono- sau
policomponente sunt numite in sursele bibliografice ca ,,membrand”, ,,invelis” (89), ,,material
protector”, ,material de perete” (90), ,fazd externd” sau ,matrice”. Pentru unificarea
terminologiei, partea biopolimericd a microcapsulei va fi numita ,,perete”. Materialul peretelui
microcapsulei care separa compusii biologic activi de mediul produsului alimentar trebuie sa fie
stabil in compozitia produsului alimentar si concomitent sa elibereze usor si pe deplin continutul

sdu activ 1n tractul gastrointestinal (91).
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Majoritate metodelor cunoscute de microincapsulare pot fi realizate relativ usor in conditii
de laborator. Totodata, implementarea solutiilor tehnice similare reprezinta o problema dificila
pentru industria alimentard. Este exclusa utilizarea in calitate de agenti de reticulare a agentilor
inacceptabili pentru sistemele alimentare: polimerilor sintetici, feromagneticilor (92), solventilor
organici toxici. Se constatad cd microcapsulele, peretii carora sunt formati doar din gelatind, nu sunt
suficient de rezistenti mecanic pentru a fi Incorporati in produsele alimentare (93).

Cantitatea optima de material biopolimeric necesar pentru construirea peretilor
microcapsulelor este una dintre cele mai dificile probleme tehnice, care apare in procesul obtinerii
microcapsulelor. Aceasta informatie este dezvaluita rezervat in sursele analizate (94), (95), (96),
indeosebi in brevete (97) (92). A fost demonstrat ca depasirea raportului optim biopolimer / nucleu
conduce la cresterea viscozitatii si chiar la gelificarea sistemului, adica la esecul procesului de
microincapsulare ca atare (98), (99).

Tehnica ,,Layer-by-Layer” (strat dupa strat) presupune aplicarea consecutiva a mai multor
straturi (nanopelicule) monomoleculare de biopolimeri, care au sarcinad opusa si care au practic
aceeasi grosime, indiferent de natura lor chimicd (100). In schimb, ,,cross-linking” (tehnica de
reticulare in cruce) implica crearea Intr-un ciclu a unui strat consistent si relativ gros de biopolimer,
care apoi este expus actiunii agentului de reticulare si se transforma in perete consolidat al
microcapsulei. Cross-linking se efectueazd prin adaugarea poliionilor si agentilor de reglare pH,
care asigurd formarea legaturilor de hidrogen intermoleculare (101). Pentru intarirea peretilor din
gelatind se aplicd ,,coaserea” resturilor de glutamina si lizina pe contul puntilor amidice la actiunea
trans-glutaminazei (102). Totodatd, recent au fost prezentate date privind toxicitatea unor forme
de trans-glutaminaza si produsilor, obtinuti in rezultatul actiunii ei neurotoxice (103).

Conform cerintelor si caracteristicilor mentionate, obiectivul forte al microincapsularii
ingredientelor functionale alimentare capata forma lui generalizatd: microincapsularea compusilor
biologic activi si incorporarea microcapsulelor in alimente nu trebuie sd adauge valori
semnificative la pretul de cost al alimentelor, iar tehnologiile utilizate trebuie sa asigure
respectarea cerintelor privind pastrarea proprietatilor functionale ale CBA si sigurantei alimentelor
si nu trebuie sa afecteze proprietatile senzoriale ale alimentelor.

Pentru microcapsulele cu diametrul d <1000 nm ( <1 pum) se mai utilizeazd termenul
,nanocapsule” . In majoritatea referintelor bibliografice analizate se mentioneaza ca dimensiunile
microcapsulelor se incadreaza in limitele de la 1 pana la 1000 de microni (104), (86), (94).

Intr-un numar limitat de referinte, totusi, se afirma ca dimensiunea microcapsulelor poate
sd ajungd si la 3...8 mm (105), (106), (107). Aceastd parere poate fi acceptatd cu greu, deoarece

obiectele, dimensiunile liniare ale cdrora sunt mai mari de 1000 pm (1 mm), nu mai pot fi
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considerate ,,microcapsule”, chiar dacd sunt relativ mici si create prin utilizarea tehnicilor de
microincapsulare. In mai multe studii se demonstreazi ca astfel de obiecte afecteaza textura si
perceptia senzoriald traditional acceptata a alimentelor (108), (109), ceea ce contrazice scopul
direct al microincapsuldrii. Indiferent de dimensiuni, nano- si microcapsulele se impart in doua
grupe mari: microcapsule de tip rezervor (MCR) si microcapsule de tip matrice (MCM).
Dezvoltarea metodelor de microincapsulare a permis largirea considerabild a sortimentului de
obiecte, care, prin functionalitatea lor, seamana cu microcapsulele clasice de aceste doua tipuri,

dar difera de ele substantial dupa structura find si modul de obtinere (tabelul 1.1).

Tabelul 1.1. Clasificarea nano- si microcapsulelor

Tip sistem Descrierea sistemului Aspect Ref.

Cu peretii in baza de biopolimeri

Nano- si R Particule solide acoperite cu alte materiale solide cu (76) (77)
microparticule proprietati exprimate de protectie si de izolare @ (100)
(110)
Nano- si Particule sferice cu un continut lichid si cu invelig O (111)
microcapsule solid, elastic sau aflat in stare gelificata (99)
Microcapsule Picaturi de lichid distribuite intr-o matrice din O (112)
multinucleare materiale polimerice care formeaza reteaua 3D &L (86)
Martice poroase Particule solide sau geluri, porii carora sunt umpluti \'\;/ (113)
sau gelatinoase cu componente active in stare lichida sau gazoasa )’A
Cu peretii in baza lipidelor si substantelor tensioactive (surfactantilor)
. Particule sferice cu pereti din monostrat sau din . (77)
Lipozome M . e . . ( )
multistrat bilipidic si cu un continut hidrofil (polar) (114)
Phytosome g Compusi incapsulati lega‘gi.c.himicvcg partile polare # (115)
ale fosfolipidelor si acoperiti cu partile apolare (116)
Niosomme g Particule cu nucleu hidrofil acoperite cu strat de % (117)
lipide si stabilizate cu surfactanti
. Particule cu un continut hidrofil acoperit cu un strat (118)
Coloidosome R . e e . .
de nanoparticule solide (invelisul coloidal) (119)

Analiza detaliata si reprezentarea grafica a diferitelor tipuri de particule, stratul exterior al
carora este format din mono- si polistraturi lipidice, poate fi gasitd in diferite articole si review-uri
recente (76), (120), fapt ce denota interesul ridicat pentru elaborarea metodelor de
microincapsulare. In ultimul deceniu, accentul se deplaseazi spre crearea sistemelor

caracteristicile carora modeleaza proprietatile membranelor celulare.
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MCR contin un perete extern continuu, care cuprinde (incapsuleazd) continutul solid sau
lichid. Microcapsulele de acest tip sunt numite ,,single-core”, “mono-core” (mononucleare) sau
“core-wall” (nucleu-perete). Peretele extern trebuie sa fie suficient de stabil, asigurand integritatea
mecanicd a microcapsulei in conditii de pastrare a produsului, dar la un moment potrivit (de
exemplu, in actul de alimentatie) trebuie sa cedeze actiunii fizice, mecanice sau chimice exterioare,
conducand la eliberarea continutului microincapsulat. Fiind obtinute prin asa-zisa coacervare,
microcapsulele de acest tip sunt foarte sensibile la pH si forta ionica a mediului (121). Unii autori
mentioneazad ca anume aceasta sensibilitate le face utile pentru microincapsularea ingredientelor
alimentare cu stabilitate scazuta (104).

Continutul activ al MCM este distribuit in materialul purtator sub forma de particule solide
sau picaturi lichide mici si reprezintd faza discontinud — o suspensie sau o emulsie a continutului
biologic activ Tn materialul purtator, care reprezinta faza continud, formatd dintr-un biopolimer
sau un sistem de biopolimeri. Spre deosebire de MCR, in MCM continutul biologic activ poate fi
observat si pe suprafata microcapsulelor, respectiv, raimanand partial fara protectie fata de agentii
chimici si fizici ai mediului (122).

Pentru inlaturarea acestui neajuns au fost incercate microincapsulari mixte, matrice-
rezervor (MCMR) (112). Sunt mentionate de asemenea nano- si microcapsulele cu mai multi
pereti, ,,multiwall” (86). La structurile ,,multiwall” pot fi atribuiti si lizosomii (tabelul 1.1). Printre

dezavantajele sistemelor mixte de microincapsulare se numara costul lor exagerat (122).
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Figura 1.2. Structura dendrimerului 3D (123)

Structurile de tipul micelelor si dendrimerilor (figura 1.2), de asemenea, sunt atribuite la
nano- $i microparticule (77). De fapt, acestea reprezintd structuri supramolecular care datorita

ramificatiilor formeaza cavitati mari. Astfel de structuri devin capabile sd includa alte molecule cu
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dimensiuni mici 1n cavitdtile sale, fiind de facto, sisteme micelare care Imbind structurile
polimerilor bi- si tridimensionali, respectiv, 2D si 3D.

La grupul de microparticule similare dupa structura si organizare cu celulele organismelor
vii pot fi atribuite lipozomii, fitozomii si microcapsulele tip rezervor clasice cu invelis din
biopolimeri, formarea cdrora are loc prin utilizarea fenomenelor de condensare lichid-solid a
polimerilor sau a tehnicilor de depunere consecutiva a biopolimerilor cu sarcini electrice contrare,
numite ,,Strat-dupa-Strat” (,,Layer-by-Layer”, LL). O bund parte a metodelor actuale de

microincapsulare este schitatd in tabelul 1.2.

Tabelul 1.2. Metode de asamblare a nano- si microcapsulelor

Metoda de nano- sau microincapsulare Schema
Uscarea prin pulverizare (Spray Drying, SD). Amestecul de

. . . .. . A o . (105) (124)
biopolimeri, CBA, surfactantii se pulverizeaza intr-o camera fierbinte. (90) (125)
Pe suprafata picaturilor se formeaza o peliculd din biopolimeri.
Prajirea in strat fluidizat (Fluidized Bed, FB). Solidul dispersat se (89)
acopera cu pelicule prin pulverizare si suspendare in aer fierbinte. Pe (125)
suprafatd are loc formarea peliculei rezistente. (126)
Emulsionarea (EM). Emulsii relativ stabile se obtin folosind (127) (102)
omogenizatori de mare viteza si agenti tensioactivi ionici sau neutri. (128) (45)
Emulsiile monodisperse se obtin prin fractionare. (129)
Extrudarea (EX). Componentele topite sunt presate printr-o matrice (130)
de extrudare, picaturile rezultate se solidifica sau produsul in forma de (131)
cilindru se portioneaza dupa solidificare.
Pulverizarea la rece (Spray Cooling, SC). Sistemele lichide cu CBA (112) (125)
termic instabili se pulverizeaza intr-o camerd rece in care are loc

. . : . (132) (133)

solidificarea lor sub forma de particule mici.
Liofilizarea = Sublimarea (Freeze Drying, FD). Apa indeparteaza (106)
sublimarea ghetii pentru a obtine o structura dispersatd foarte poroasa. (134)
Pot fi necesare cantitati mari de crio-protectori.
Strat-dupa-Strat (Layer-by-Layer, LL). Acoperirea picaturilor sau (100)
particulelor solide cu straturi de polielectroliti cu sarcini opuse: pectine (135)

si poliuronati (-), proteine (+/-), chitosan (+).

Coacervarea (simpld) (CS). Condensarea spontand sau fortatd a 6@%?

biopolimerului/lor pe suprafata picaturilor sau particulelor solide
echivalentd cu formarea fazei solide.

Coacervarea complexa (CC). Formarea peretelui bifazic prin legaturi o (128)
de hidrogen sau prin reticularea a doi polimeri diferiti. CC este indusa g@ﬁ (94)
in conditii stricte. E-75) (137)
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Pentru microincapsularea CBA cu stabilitate redusd in scopul prolongarii activitatii lor
functionale se utilizeaza diferite solutii tehnologice. Unele dintre aceste solutii tehnice includ etapa
de emulsionare. Obtinerea unei emulsii stabile este o etapa importanta preliminard, necesara pentru
realizarea metodelor LL, CS si CC. Tehnicile nominalizate pot include si etapa suplimentard de
reticulare a materialului peretelui (,,cross-linking”).

,Coacervarea complexa”, CC, poate fi confundata usor cu metoda ,,Strat-dupa-Strat” (LL).
In metoda CC se formeaza doua straturi ,,groase” (de ordinul 10°...10° m), care reprezinta faze
diferite, dar in LL invers, se formeaza mai multe perechi de straturi subtiri (de obicei 3-9 perechi).
Grosimea fiecirui strat obtinut prin LL este foarte mica, de ordinul 10%...107m, iar ansamblul din
mai multe straturi formeaza o singurd fazd solidd. Daca una sau ambele faze utilizate in
coacervarea complexa sunt formate din polielectroliti cu sarcina opusa, nu este LL (136), (138).
In cele din urma, daca peretii MC se formeaza prin acoperirea nucleului cu materiale initial solide,
acesta nu este un proces de coacervare simpla sau complexa (95). Unele metode cum ar fi
extrudarea asistatd prin electro-spray (139), (140) reprezintd o modalitate de a controla
dimensiunea microcapsulelor si de a obtine probe monodisperse. Cu toate avantajele, aplicarea
unei astfel de metode la producerea alimentelor la scarad industriala va fi foarte costisitoare (122).

Alegerea materialelor polimerice adecvate pentru designul microcapsulelor (MC) joaca un
rol esential in asigurarea eficientei acestor sisteme. Materialele de acoperire trebuie sa fie sigure
pentru consum uman, in conformitate cu principiul quantum satis, adica utilizate in cantitéti
suficiente pentru a atinge efectul dorit, fard a prezenta riscuri pentru sanatate (141). Printre
criteriile fundamentale se mentioneaza ca aceste materiale trebuie sa fie inerte chimic si termic,
astfel incat sa nu reactioneze cu alte componente ale alimentului in timpul procesarii si depozitarii.
Peretii trebuie sd formeze o barierd eficientd si impenetrabild intre mediul exterior si substanta
incapsulatd, prevenind astfel difuzia oxigenului, a apei sau a altor factori care pot cataliza
degradarea compusilor bioactivi (142). Acest lucru este cu atat mai important in cazul compusilor
sensibili precum polifenolii, acizii grasi nesaturati sau vitaminele, care pot fi rapid inactivate in
medii oxidative sau la temperaturi ridicate (143). Totodatd, selectia materialelor trebuie sd ia in
considerare si compatibilitatea lor cu metodele de procesare, precum si aspectele legate de costuri,
biodisponibilitate si acceptabilitate senzoriala. Pentru polimerii naturali, printre altele avantaje se
mentioneaza activitatea biologica proprie (144), (101).

Cerintele contradictorii reduc in mod semnificativ varietatea materialelor potrivite pentru
obtinerea peretilor microcapsulelor comestibile. In tabelul 1.3 sunt generalizate datele din mai

multe surse privind utilizarea biopolimerilor comestibili in calitate de materiale de acoperire.
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Desi dextrina (E 1400) si ciclodextrina (E 459) sunt derivati modificati (artificiali) ai
amidonului, ele pot fi privite ca materiale naturale, deoarece se obtin din amidon prin hidroliza
acida sau enzimatica sau prin utilizarea metodelor microbiologice (145), (146).

Atat biopolimerii exotici, cat si proteinele si unii reprezentanti ai carbohidratilor
interactioneaza cu compusii biologic activi prin formarea legaturilor de hidrogen, prin schimbul

de ioni sau chiar formand legéturi chimice covalente (147).

Tabelul 1.3. Biopolimeri comestibili pentru designul peretilor microcapsulelor

Biopolimeri Sursa naturala Particularitatile BP Ref.
Dextran Lactobacillus Biopolimer ramificat (148) (149)
Dextrina! Amidon Lanturi scurte (150)
Ciclodextrini®?3 Amidon Ciclul din 4...10 glucide (151)
Guma Arabica Acacia Glucoproteine (152) (153)
Guma Xanthan Xanthomonas* Poliglucani ramificati (154) (155)*
Chitosan Crustacea, Fungi® Policationi la pH <7 (94) (156)
Mucilage Salvia Hisp. Linum® 2D, foarte hidrofil (154) (157)
Alginati Saccharina Japonica Polianioni la pH > 5 (95) (158)
Caragenani Rhodophyta Polianioni la pH > 3 (148) (159)
Gelatina Mamifere,pasari,pesti Amfion spirala tripla (128) (94)
Lactoproteine Lapte; pulbere de zer Caseinati, globuline (125) (160)
Proteine vegetale Glycine Max Globulina (147)
Hypromelloza Liniar, esterificat cu 1-metilpropan-1,2-diol (126) (150)
Amidon OSA 3D-esterificat cu anhidrida octenilsuccinica (161)(162)
Nota:

I'Hidroliza termici sau enzimatici 4Diacilat

2 Conversia enzimaticd a glucozei > Dupa tratarea chimica
3Nu deriva din amidon ®Datele preliminare ale autorului
Nu este exclusa incompatibilitatea ingredientului microincapsulat cu peretele

microcapsulei (83). O astfel de incompatibilitate trebuie evitata in etapa obtinerii microcapsulelor
st exclusd complet in timpul afldrii microcapsulelor in compozitia alimentelor functionale.
Incompatibilitatea poate fi exprimata fie prin interactiunea continutului cu peretele microcapsulei,
fie prin difuzia continud a continutului Incapsulat prin peretele microcapsulei.

Sunt raportate elabordrile ,,smart” Tn domeniul utilizarii microcapsulelor in tehnologiile
alimentare. Astfel, la producerea branzei cu cheag tare, eliberarea controlatd a bixinei
microincapsulate are loc datorita actiunii secventiale a proteazelor si lipazelor (163). Obiectivele
de livrare tintita, dar mai ales de activare programata, pot fi atinse utilizdnd procedee mai simple,
daca compusul activ se elibereaza sub actiunea combinata a factorilor (pH, temperatura, enzime)
in anumite zone ale sistemului gastrointestinal uman si reprezintd cel mai mare interes practic

pentru microincapsularea compusilor biologic activi (140), (164), (165).

36



Tabelul 1.4. Domeniile de aplicare a ingredientelor alimentare
si compusilor biologic activi microincapsulati

Metodele . < e .
Clasa: Exemple . Rezultatele asteptate ale microincapsulirii Referinte
utilizate

Minerale: sarurile metalelor bi- SD. FB Izolarea bio-metalelor, mineralelor, reducerea (166)
si trivalente ’ degradarii vitaminelor (167)
Regulatori si agenti de Livrare 1n intestin ocolind receptorii gustativi

e o SD, FB . (168)
aciditate: acizi i baze (mascarea gustului)
Arome: uleiuri, extracte EX.SD Pulberi solide activate n timpul gatitului sauin  (169)
uleioase, rasini aromatice ’ cavitatea bucala (151)
indulcitori: zaharuri, indulcitori FB. SD Reducerea higroscopicitatii, distributia mai (170)
artificiali ’ buna 1n aliment, prolongarea gustului (171)
Biocoloranti: chalcone, CC.EX Dozare, distributie uniforma, protectia (163)
carotene, antociani ’ impotriva oxidarii (156)
Lipide: Acizi grasi polinesaturati SD, EM Prevenirea distrugerii redox 1n timpul (102)
(AGPNS), fosfolipide LE! depozitarii, mascarea gustului (172)
Vitamine: /ipo- (4,D,E) si LE Controlul timpului de eliberare, excluderea (160)
hidrosolubile (B,C, PP) ’ contactului cu matricea (147)
Polifenoli: curcuminoizi, SD. LL Prevenirea distrugerii redox 1n timpul (148)
oleuropin ’ depozitarii, mascarea gustului (96)
Anticorpi, enzime: CC.LL Stabilizarea matricei alimentare, livrare tintita,  (145)
imunoglobuline, amilase ’ eliberare controlata (173)
Microorganisme, celule: C.SA? Izolare de mediul alimentar, livrare tintita, (120)
Bacteria, Fungi, Alge ’ eliberare controlata (132)

Metodele de inglobare lipozomala (,,Liposome Entrapment”, LE) si autoasamblare (,,Self-
Assembly”, SA) indicate in tabelul 1.4 se refera mai degraba la designul nanocapsulelor.
Inglobarea lipozomal este o metodi de nanoincapsulare bazati pe formarea de sfere fosfolipidice
insotitd de captarea compusilor cu polaritate diferitd in nucleul lipozomilor.

Autoasamblarea reprezintd un grup de metode caracterizate prin variatia micd a entalpiel
sistemului si cresterea entropiei mediului. Fiind procedee termodinamic analogice proceselor de
biosintezd, acapararea lizosomala si autoasamblarea sunt insotite de expulzarea entropiei din
reactor in mediul ambiant (174). Aceastd asemanare face metoda de perspectiva pentru sistemele
alimentare, in scopul reducerii entropiei inalte caracteristice acestora (175).

Procesele electrochimice si electrofizice, inclusiv electroforeza si actiunea plasmei reci,
suscitd un interes tot mai mare in dezvoltarea sistemelor moderne din domeniul cosmetic si

alimentar, avand un potential mare pentru microincapsulare (176), (177).
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1.4.  Stabilitatea CBA hidrosolubili in faza unor polimeri si in solutii apoase

Spre deosebire de compusii lipofili si uleiuri, colorantii alimentari sunt rareori supusi
microincapsuldrii, Intrucat acest proces ar compromite functia lor principala - colorarea produselor
alimentare. Stabilitatea redusd a colorantilor naturali, determinata de reactivitatea lor chimica
ridicatd, impune aplicarea unor strategii specifice pentru prolongarea functionalitatii acestora.

Inflorescentele de sofranel (Carthamus tinctorius L., Compositae) contin peste 200
compusi identificati cu activitate functionald, dintre care se remarca pigmentii rari
chinochalconici (178), (179). Extractele apoase ale chinocalconilor au activitate fiziologica
benefica asupra omului (180), (181). Chinocalconii sunt apreciati pentru actiunea lor benefica
asupra sandtatii umane, exprimata prin efecte antiinflamatorii si cardioprotectoare (182).

Biosinteza chinocalconilor se desfasoara prin mecanisme insuficient elucidate, cunoasterea
carora ar favoriza obtinerea pigmentilor cu randamentele 1nalte (183), (184). Mecanismul presupus
de biosinteza a chinocalconilor rosii include cel putin patru intermediari de culoare galbena, care

se transforma n chinocalcon dimeric rosu, cartamina (figura 1.3).

HO.

HO l

OH ©

2.4,6,4’-Tetrahidroxicalcona OH AHSYB

oxidare,
decarboxilare

Cartamina Precartamina

Figura 1.3. Mecanismul biosintezei chinocalconilor galbeni si rosii (183):
HSYA — Hydroxi Safflor Yellow A; Anhydro Safflor Yellow B.

Stabilitatea colorantilor naturali este influentatd de sensibilitatea acestora la pH, indeosebi
la neutru si bazic (185), (186). Echilibrul acido-bazic caracteristic antocienilor este un factor
hotirator, care determini stabilitatea acestor polifenoli in vivo, in vitro si in situ . In solutii apoase

antocienii pot sd se afle cel putin in trei forme de baza (figura 1.4).
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pH1..4 pH=5...6 pH=7...8
Cation de flaviliu, H2Ant* Baza chinoidd neutrd, HAnt"  Baza chinoid3 anionicd, Ant

rosu, T12 ~ 1...5 luni violet, 112 ~ 2...10 ore albastru, 112 ~ 3...20 minute

Figura 1.4. Echilibrul acido-bazic al formelor colorate de antocieni:
PH, denumire, culoare, perioada de injumatdtire (187).

Autorii recunosc cd schema reprezentatd in figura 1.4 este suficient de simplificata fata de
realitate, indicAnd existenta mai multor forme ale antocienilor. Totodatd, pentru sistemele
alimentare interesul cel mai mare reprezintd forma cationica a sarii de flaviliu, stabilitatea careia
este foarte mare in comparatie cu celelalte forme (188). Formele bazice ale antocienilor pot sa se
polimerizeze, formand compusi incolori sau de culoare bruna (189).

Studiul efectelor de stabilizare a sarurilor de flaviliu in faza sulfocationitului puternic acid
in H-forma a demonstrat ca in faza H-sulfocationitului umed are loc depolimerizarea unor forme
de antocieni. In aceleasi conditii, antocienii-glicozidati sufera hidroliza pani la aglicon (190).

Schema proceselor care au loc in faza polimerului este reprezentata in figura 1.5.

Kpag' ( foarte lent ) Kpag" ( foarte lent )
KaY (f.r. Kan™ (lent Kan™ (lent Ka® (f.r.
Cy-3-GIU{Aq|L)-Cy—S-GIugc)-(M Forme M)— Cy(q) -(MCV(A;;)

polimere(aq)

1 Ky¥?% ) (rapid) 1
| Ko (aq (lent) |

Figura 1.5. Mecanismul formarii / hidrolizei antocienilor in faza sulfocationitului:
P — polimerizare, A — absorbtie, AH — adsorbtia si hidroliza; Aq — faza apoasd; a — aglicon,
y — glicozidd, @ — forme polimerizate; (f.r.) — foarte rapid (188).

In figura 1.6 este reprezentat doar un exemplu de interactiuni complexe intre compusii
biologic activi si polimerii functionali. Interactiunea compusilor biologic activi cu biopolimerii,
ca procedee de separare a biopolimerilor si CBA din aceeasi sursd vegetald, reprezintd o mare

provocare pentru aplicatiile practice (191), (192), (193).
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Utilizarea ulterioard a compusilor biologic activi in procesul de fabricare a produselor
alimentare si a preparatelor cosmetice si farmaceutice impune restrictii privind conditiile extractiei
si separarii acestora, fiind posibila utilizarea unui numar redus de solventi si substante auxiliare
(194). Efectul puternic de stabilizare a compusilor biologic activi, inclusiv a colorantilor cu alcool
etilic, este universal (195) si se manifestd puternic in cazul stabilizarii antocienilor (190),
betaninelor (196), (197) si chinocalconilor (198). Acceptabilitatea sistemelor alcool-apa, precum
st altor solventi pentru utilizarea lor in fabricarea alimentelor functionale creste in seria, care tine
cont atat de respectarea cerintelor pentru toxicitatea remanentd joasd, cat si de conformitatea
rigorilor securitdtii alimentare si antiincendiare (195), (199).

In grupul de solventi-extractanti, siguri din punct de vedere antiincendiar si non-toxici, un
loc aparte il are CO» supercritic (200). In Republica Moldova acesta se utilizeaza la extractia unor
compusi biologic activi din diferite clase pe scara de laborator (201). Eficienta 1naltd a procesului
se atinge daca extractia cu CO; supercritic este asistatd de tratarea cu microunde (202). Metoda
combinata este de perspectiva pentru extractia CBA polari la scara industriala.

Polifenoloxidazele din sucuri nefermentate contribuie direct la oxidarea rapida a
cateholilor, cu formarea chinonelor si altor compusi intermediari, care, la randul lor, destabilizeaza
antocienii prin intermediul reactiilor de condensare oxidativa (203). Enzimele cu proprietati
reducatoare de tipul cateholazei si quercitinazei contribuie la dezoxigenarea mediului, stabilizand
mai toate substantele fenolice (204). A fost stabilit cd preparatele enzimatice, care contin
glucozidaza sau galactozidaza, contribuie la destabilizarea antocienilor naturali prin hidroliza 3-
diglucozidelor pana la 3-monoglucozide mai putin stabile.

S-a constatat cd in concentratele sucurilor naturale valorile constantelor de degradare ki la
80°C, 33,97; 57,19; 97,14 min™! se afld in concordanti directd cu continutul substantelor uscate,
SU: 15; 45; 71 °Brix, respectiv (205). Continutul substantelor uscate este proportional nu doar cu
continutul glucidelor, dar si cu al compusilor din alte clase, inclusiv enzimelor, fapt care limiteaza
credibilitatea concluziei despre rolul destabilizator al glucidelor la cresterea concentratiilor lor.

In majoritatea surselor analizate se relateaza despre stabilizarea antocienilor in prezenta
zaharurilor (189). Efectul stabilizator se explicd prin influenta concomitentd a catorva factori.
Astfel, concentratia mare a glucidelor contribuie la inactivarea enzimelor si la scaderea solubilitatii
oxigenului molecular (206). In sistemele cu concentratii mari de zaharuri si de alte substante
hidrosolubile, efectul stabilizator se datoreaza scaderii activitatii apei (206), (207).

A fost demonstrat ca efectul stabilizator al celulozei asupra cartaminei, cunoscut ca ,,efectul
Saito” (208), are cauza similara (183). Datoritd structurii lor nesaturate, majoritatea compusilor

biologic activi sunt instabili la temperaturi moderate si ridicate, suferind uneori hidroliza sau
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degradarea lentd chiar in stare congelata. La pasteurizarea sucurilor naturale si a bauturilor slab
alcoolizate cu suc natural, la temperatura 90...100°C timp de 0,5...2,0 minute degradeaza cca
15...40% de antocieni (209), (185). In intervalul de 1...2 ani la temperaturi de cca -18°C, in
pomusoare se mareste continutul de monoglucozide ale compusilor fenolici datoritd hidrolizei
lente a dizaharidelor (206). Cresterea aparenta a cantitatii globale a CBA in fructele congelate pe
parcursul pastrarii se explicd prin actiunea citolitica puternica a congelarii (210).

Polifenolii in forma de derivati acetilati si glucozide au stabilitate mai mare fata de
radiatiile UV-Vis decat agliconii lor. Atasarea resturilor polare eterice sau esterice la nucleul
apolar de flaviliu protejeaza pozitiile respective ale cromoforului de atacul radicalilor liberi apolari
(211). Astfel, prin substitutia grupei — OH cu grupa — OGlu are loc blocarea unor transformari
tautomere si stabilizarea scheletului agliconic (figura 1.6). In cazul antocianinelor 3-substituite,

este exclusa formarea 3-cetonei respective: grupa — OGlu blocheaza echilibrul ceto-enolic:

4 3 4 3
. —CH=C|:— P — ——CH—G—
OH (0]
4 3
——CH=C %
B : |
O—CgH400s5

Figura 1.6. Stabilizarea prin blocarea echilibrului ceto-enolic:
A — aglicon; B — glicozidd (212), (213).

Mecanismul interactiunii dintre derivatii de benzopiriliu si oxigen este radicalic. Atacul
initiatorului AAPH asupra inelului benzopirilic in prezenta oxigenului duce la cracarea acestuia
intre pozitiile 1 si 2 cu formarea 2-alcoolului si 2-peroxidului stabili, in raport 1 : 1(214).

Congelarea contribuie la scdderea activitatii apei, respectiv, la stabilizarea polifenolilor,
antocienilor s1  chalconilor, acidului ascorbic s1 altor specii hidrosolubile si
hidrolizabile (215) (206). La aw = 0,40...0,60 se opreste proliferarea microorganismelor, ceea
ce se considerd o dovada suficientd a lipsei de viatd microbiand pe corpurile ceresti (216).
Activitatea apei de 0,00...0,20 corespunde pulberilor uscate in care hidroliza enzimatica si acido-
bazica lipsesc. Degradarea CBA la aw atat de mica are loc printr-un mecanism fotochimic (217).

Efectul stabilizator al sistemului etanol-apd, de asemenea, se explica prin scdderea valorii
aw (69). Asociatele etanol-apa defavorizeaza hidroliza glicozidelor pana la agliconi mai putin
stabili. In general, solventii polari si alti compusi polari concureaza cu apa pentru grupele polare
ale CBA, reducand hidroliza lor. Sistemele care contin solventi de polaritate redusd (acetona,
pentanol, eter dietilic), manifesta cresterea aw si impingerea fortata a apei catre centrele hidrofile,

accelerand hidroliza CBA 1n astfel de sisteme (190), (188).
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Concluzii la Capitolul 1

1. Necesitatea fabricarii alimentelor cu un continut de compusi biologic activi, care exercita
activitate fiziologicd beneficd asupra organismului uman, reprezinta o problema actuala, aparitia
careia este determinatd de cresterea numdrului populatiei si a cerintelor societatii pentru
ameliorarea calitatii vietii. Insuficienta CBA in alimentele cotidiene se datoreaza dezvoltarii
agriculturii intensive cu predominanta monoculturilor. Rezolvarea contradictiilor nominalizate
constd in aplicarea tehnologiilor avansate de fabricare a alimentelor inovative functionale,
structura si compozitia chimica a carora va asigura proprietati benefice asupra starii fiziologice a
organismului.

2. Elaborarea si productia alimentelor cu ingrediente functionale se confruntd cu diverse
greutati: necesita cercetdri stiintifice extinse, re-educarea consumatorilor sceptici, respectarea
standardelor legislative complexe, optimizarea costurilor ridicate de productie, alegerea solutiilor
tehnologice pentru mentinerea stabilitatii ingredientelor cu proprietati functionale in cadrul
produselor alimentare. Actualmente nu sunt evidentiate in mod suficient de amplu metodele
efective de prolongare a starii active a compusilor biologic activi in compozitiile alimentare. Sunt
insuficiente informatii privind impactul compozitiei chimice si proprietatilor fizico-chimice ale
mediilor alimentare asupra modificarii structurii si functiei compusilor biologic activi din
alimente. Necesitd optimizare principiile teoretice si practice noi ale stabilizarii starii active a
compusilor biologic activi in sistemele biologice si alimentare.

3. Studiul surselor bibliografice analizate demonstreaza ca metodele clasice de fabricare a
produselor alimentare functionale, care prevad simpla adaugare a compusilor biologic activi in
compozitiile alimentare fard a tine cont de interactiunea lor cu mediul alimentar, s-au epuizat.
Pentru crearea sistemelor alimentare eficiente cu proprietati functionale sunt necesare noi abordari,
care ar permite prolongarea functionalitdtii compusilor biologic activi si micsorarea entropiei
sistemelor alimentare. Aceste metode, in general, trebuie sa se bazeze pe crearea structurilor stabile
in care compusii biologic activi sunt protejati de actiunea factorilor agresivi ai mediului alimentar:
structurizarea sistemelor cu un continut de acizi grasi polinesaturati, crearea compozitiilor

biopolimer—compus biologic activ si microincapsularea ingredientelor cu activitate nalta.
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Capitolul 2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

2.1.  Caracteristica materiilor prime, biopolimerilor si compusilor biologic activi

Sursele vegetale de compusi biologic activi au compozitie chimica variata (tabelul 2.1).
Conditiile de depozitare ale materiilor prime vegetale includ masuri de deshidratare, protectie de
lumina, conditii termice generale si specifice (195).

Tabelul 2.1. Caracteristicile materiilor prime vegetale utilizate pentru obtinerea CBA

Sursa Denumirea Proteine Grasimi Glucide Fibre CBA-tinta Ref.
vegetali  botanica g'(100g)™!
Sfecla, Beta betalaina 2,1 (218)
. . 1,61 0,17 9,56 2,8 :
radacini vulgaris betaxantina 1,9 (219)
Varza de  Saccharina 5,79... 1,17...  ~25incl. _ . (11)
] ) ) ~ 45 acid alginic ~ 25
mare, tal  japonica 9,39 1,69  mannitol (220)
In, Linum 15,81... 34,18... 31,92... 10,0... arabinoxilan, thamno-  (221)
seminte  usitatissimum 21,47 40,71 35,59 12,0 galacturonan, AGPNS  (222)
Nuci, Juglans 12,15... 62,17... 10,54... 6.7 acid linoleic 53...70, (223)
miez regia 16,85 68,93 19,53 ’ acid linolenic 10...13 (66)
Sofranel, Carthamus  10,40... nusera- 7,36.. 50,0... C-glicozilchinocalconi  (224)

petale tinctorius 12,86  porteaza 11,81 70,0 15...20, Cartamina 4..5  (198)

Sfecla rosie (Beta vulgaris L.) — radacini. Pentru obtinerea extractelor de betanine au fost
utilizate radacini de sfecla rosie ,,Libero” si ,,Cilindra”, carora le este caracteristica coloratia
intensd si omogend: inelele si zonele fard pigment pe tdietura raddcinilor practic lipsesc, iar
omogenitatea repartizdrii betaninei contribuie la extractia ei cu un randament inalt.

Varza de mare (Saccharina japonica') — talul (trunchiul stratificat). Pentru obtinerea
alginatilor cu masa moleculara in situ mare au fost utilizat talul uscat, presurat cu exces de sare, al
carui termen de valabilitate in ambalaj ermetic ferit de lumina constituie 3...5 ani.

Sofranel (Carthamus tinctorius L.) — petale. Petalele au fost colectate pe campiile
experimentale ale IGFPP AS RM (2019-2022), uscate cu flux de aer cald, 40 + 2°C, pana la
umiditatea relativa Ur < 5%. Petalele uscate au fost pastrate in vase ermetice, la intunerec.

In (Linum usitatissimum L.) — seminte. Chiar si semintele intregi de in au un termen redus
de pastrare datoritd continutului inalt al acidului linolenic. La temperatura camerei semintele

macinate sau strivite rdncezesc in 1-2 sdptamani, din care cauza sunt pastrate la -18 + 2°C.

"Denumirea botanica veche, dar utilizatd pand in present, este Laminaria japonica. Din anul 2006 alga a fost
reclasificatd, fiind mutata taxonomic din genul Laminaria in genul Saccharina.
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Nuci (Juglans regia L.) — miez si partile miezului. Drupele au fost pastrate 1n saci perforati
la temperatura 20 + 2°C si Ur = 65 £+ 5%, apoi decojite manual pentru a obtine miezul intreg.
Miezul a fost inspectat pentru a exclude prezenta oudlor si larvelor de infestatori. Miezul curatat a
fost pastrat in containere de polipropilena. Uleiul si tescovina au fost pastrate la 4 + 2°C.

Biopolimerii extrasi inclusiv din materiile prime nominalizate reprezintd compusi biologic
activi prin actiunea lor functionala prebiotica. Totodata, structura si compozitia biopolimerilor din
sistemele alimentare (tabelul 2.2) determina parametrii fizici si senzoriali: textura, viscozitatea,

gustul si culoarea, influentand calitatea, siguranta si valoarea nutritiva.

Tabelul 2.2. Caracteristicile unor biopolimeri comestibili

Biopolimerul Formula de structura M,kDa C 0] N H CRA, % Ref.

Alcool poli- R~|ECH2 CHE|>R 85...

545 364 - 91 ~2500 (225
vinilic, APV ’ ’ ’ (225)

Acid
aluron & (226)
hialuronic, N 1500 443 464 3,7 55 ~3000 227)

HHur
Gelatina, i 15... 228
. H{NH—CH—C}OH 505 255 170 68 ~5000 o)
Gel [ n 300 (229)
Celuloza micro- \(J w ‘% LS00 ca ap B0
cristalind, pC M 5000 ’ ’ ’ (231)

OH n

Nota: CRA — capacitatea de retinere a apei — datele estimative de autor.

Gelatina. Solutiile de gelatina purd, precum si complexele macromoleculare GelAlg s1 GelHur au
fost preparate folosind gelatind alimentara instant solubila de calitate ,,premium” (,,Fabrica de
gelatind din Lisichansk™ S.A., Ucraina).

Celuloza microcristalind. Au fost utilizate preparatele comerciale de celuloza microcristalind cu
dimensiunea particulelor de 50 pum (Sigma-Aldrich (Merck), Saint Louis, Missouri, SUA) si
celuloza Flocel-102 (Gujarat Microwax Pvt. Ltd, Ahmedabad, Gujarat, India), cu dimensiunea

3. umiditatea relativa

medie a particulelor d =90 pum, densitatea in vrac p =0,28...0,33 g-cm
3...5%.

Acidul hialuronic. Reprezintd o polizaharida liniara cu structura acidului glucuronic si a unitatilor
repetate de N-acetilglucozamina legate prin puntile B-1,4 si B-1,3 (figura 4.1). In organismul
omului acest acid este concentrat in organe importante ca globul ocular si cordonul ombilical,

astfel prezentand un biopolimer esential necesar. Sursa naturald accesibila de acid hialuronic in

forma concentratd — creasta cocosului matur, Gallus gallus L. masculinum (232).
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Tabelul 2.3. Caracteristicile compusilor biologic activi — colorantilor naturali

Denumire, prescurtare, Structura chimica Metode de analiza, starea Ref.
masa molara relativa fizica, puritate
Cloruri de cianidina, or UV-Vis, IR, '"H-RMN.
cianidina . O Cristale rosii aciforme (186)
Oy higroscopice solubile in (190)
CyCl, Cy, Cy* _ alcool si apd, insolubile in (188)
Cation Cy+l 271.2 OH HCl(concentrat).
Sare CyCl: 306.7 >99%
Clorura de 3-glucozida UV-Vis, IR, TLC.
cianidinei; 3-glucozida Concentrat apos max 10%
cianidinei instabil la temperatura (233)
camerei (234)
CyGlu sau Cy-3-Glu
Cation CyGlu: 433.4 >90...95% de Cy-3-Glu in
Sarea CyGIuCl: 468.8 amestec cu Cy
Betanina UV-Vis, TLC.
(Beetroot Red,
Rosu de sfecla, E 162) Extract 10% in amestec (196)
EtOH : Aq (40 : 60), in (197)
Bt prezenta acidului citric.
550.5 > 95% (a betaninei pure din
Aglicon: betanidina amestec)
é;‘gz;eec ‘fccggf’calcom HPLC/MS, HPLC/PDA,
’ ’ UV-Vis, RGB,
Hydroxisafflor Yellow A, CIELab. 822
HSYA, 612.5 Pulbere galbeni, moderat  (236)
Anhydrosafflor Yellow B, hierosconica ’
AHSYB, 1044.9 Eroscop
g:ftfzg.tgglma’ > 90% chalcone
. HPLC/PDA, UV-Vis,
Cartamina
. IR, RGB.
(Izocartamina)
Crt (iCrt) Pulbere rogi.e,vaprvoape N (41)
910 8 Elehlgvroscoplca, rau solubila (237)
in apd, moderat in etanol,
Hidrocartamina El;nmee:ﬁg?riirﬁ 4 (183)
Crt-H,O '
928.8 > 999,
HPLC/PDA, UV-Vis,
IR, RGB.
Microcristale non-
Complexul higroscopice de culoare 41)
cartamind-celuloza magenta. (183)
microcristalind, CCC. (238)

10...25% cartamina in
compozitia complexului cu
celuloza (90...75% de
celuloza, respectiv).
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2.2. Caracteristica materialelor auxiliare

Tabelul 2.4. Reactivi, substante auxiliare si consumabile

Descrierea succinta

Reactiv/material Sinonime si  Producitori

analogi
Polimeri sintetici si artificiali
Celuloza »Sigma-Aldrich”,
microcristalina, cu ,»Flocel-102”  Saint-Louis,
granule 50 um MO, SUA
Celuloza, 100 um, »Slgma- ,Qujarat Microwax Pvt
,,Flocel-102". Aldrich” Ltd”, Ahmedabad, India
Carbune activat Carbune activ »IM Farmaco SA”,

Chisinau, Moldova

,Cargill Inc”,

Pectina PGZ 109 C E 440 Minneapolis, MN, SUA

(C6H100s)n , Puriss. spec.

(C¢H1005)n , Puriss.
Pulbere sau granule, C,

(CsH;04CO0H),

Solventi esentiali

,»,BiloGnost Ltd.”, Zagreb,

Etanol absolut ,,Histanol” .
Croatia
Etanol rectificat Alcool etilic ,,Kvint”, Tiraspol,
azeotrop Moldova
Metanol Alcool metilic »IsoLab”, Wertheim,
Germania
Acetonitril Metilcianida ~ »CCntral Drug House

Ltd.”, Ahmedabad, India
,»Thermo Fisher

C,Hs0OH 100%
C,Hs0H 95,5% (exact)
CH;0H > 99,8%

CH;CN > 99,8%

Propan-2-ol fifp"r‘(’)lpﬂic Scientific”, Waltham,  CH;CH(OH)CH; > 99,5%
MA, SUA
Antioxidanti sintetici si artificiali
Ox,-OCH,(CHz)sCHg
Esterul ,,Alfa Aesar”,
n-Octilgalat n-octilic al Lancashire,

acidului galic Marea Britanie

DL-a-Tocoferol Vitamina E iz:rllt;gﬁ::r ’
racemat N
Marea Britanie
Esterul .
Acid L-ascorbic palmitic al »Alfa Af;sar )
6-palmitat acidului Lancashire,
ascotbic Marea Britanie

HO OH
OH
CHy CHj
HsC 0. CH3
CHs CHs CHy
OH
CHgs
HO OH

RPNt

(o] O\‘ Y O CHE(CH2)130H3

OH

Agenti de reglare pH si calibrare electrozi

Carbonat de sodiu Soda calcinata Asociatia ,,Azot”,

anhidru E 500 Severodonetk, Ucraina
Acid acetic (etanoic) Acid acetic Asociatia ,,Azot”,
glacial, E 260 Severodonetk, Ucraina

Acid citric alimentar, Sare de lamae, ,,Shandong Fousi Chemi-
monohidrat E 330 cal Co., Ltd”, China

Na,COs , Puriss

CH;COOH,, P.A.

CsHsO7 - H,O , Food grade
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2.3.

Metode instrumentale de analiza

Tabelul 2.5. Instrumente utilizate si caracteristica scurtd a metodei

Instrumentul Descrierea generala a obiectului de studiu si metodei de analiza
1 2
pH-metria extractelor CBA, sistemelor-model, produselor alimentare
pH-150-MI. Sistemul combinat de electrozi ,,ESC-10603/7” (Ag/AgClI/KCl (solutie
»MinskNauchPribor” | saturatd) // electrod de membrand de sticld, in regim de termocompensatie

(Belarus). UTM

automata (20...30°C).

Determinarea activitatii apei (aw-metria) pulberilor

LabSwiftAW.
,Novasina AG”
(Lachen, Elvetia)

Activitatea apei in probele de pulbere a fost Inregistratd dupa 2 ore de expunere
la aer la temperatura de 24°C.

Viscozimetria solutiilor de biopolimeri

Viscozimetrul Ostwald
diametrul capilar
d=10,30...0,88 mm

Metoda Mark-Houwink-Sakurada (239), (240), (241) presupune determinarea
viscozitatii la dilutie infinitd, [n] si calcularea masei molare viscozimetrice a

polimerului utilizind ecuatia 2.1:

Mpotimer = ( [U]/K)l/“ (2.1)

Codificarea culorilor in sistemul CIELab pentru coloranti si produsele alimentare

Chroma Meter
CR-400/410
,,Konica Minolta”
(Tokyo, Japonia).
Universitatea Tehnica a
Moldovei

Parametrii CIELab (L* - luminozitate, a* - coordonata verde versus rosie, b* -
coordonata albastrd versus galbend) au fost masurati in cinci repetari.
Instrumentul a fost calibrat cu placi de referintd albe si negre pentru probele
omogenizate. Analiza culorii celor doua tipuri de iaurt s-a realizat pe baza
variatiilor L*, a*, b*, calculand diferenta totald de culoare (AE*) si folosind

ecuatia in care indicele ,,0” corespunde cu parametrii ,,zero” (initiali) ai probei.
AE" = /(L] — Lp)? + (8] —ap)? + (bf — bg)? (22)

Codificarea culorilor

in sistemul RGB pentru colorantii chinocalconici si alimentele in baza lor

Camera digitala cu
rezolutie
12...64 MPixels
(orice model)

Probele au fost fotografiate sub iluminare constantd (3000 = 50 Ix), folosind
aplicatia ,,Light Meter”. Imaginile au fost procesate in aplicatia on-line
»ImageColorPicker” pentru determinarea codurilor RGB. Pentru fiecare
imagine s-au masurat valorile componentelor <R>, <G> si <B> 1n trei puncte,
care formeaza varfurile unui triunghi echilateral. Mediile valorilor respective au
fost rotunjite la numere intregi, componentele R, G si B fiind exprimate pe

1 byte de informatie, avand valorile discrete in diapazonul 0...255.

Spectroscopia UV-Vis a compusilor-standard, sistemelor-model si compozitiilor

inb

aza apei si uleiului, extractelor din produsele alimentare

Spectrofotometrul
UV-Vis ,,DR 5000”.
,Hach-Lange”
(Germania-SUA),
2006. UTM

Spectrele au fost inregistrate in intervalul 200...800...nm, folosind celula de
cuart cu /=1,0cm sau celula din polistirend. Pentru ajustarea valorii pH a
solutiilor de spectrofotometriat au foat utilizati acizii clorhidric pH = 1...3),
citric (pH = 3...6), carbonatul de sodiu (pH = 6...10), hidroxizii de sodiu si de

potasiu (pH = 6...12).
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Continuarea tabelului 2.5

Instrumentul

Descrierea generala a obiectului de studiu si metodei de analiza

1

2

Spectroscopia FTIR-ATR a pulberilor de biopolimeri si coloranti

»IR Prestige 21”.
»Shimadzu Corp.”,
(SUA-Japonia-
Germania), 2005.
USAMV, Cluj, RO

Mostrele in forma de pulbere fina, obtinuta prin dispersarea manuala mecanica
clasici (in mojar din agat), au fost scanate la o rezolutie de 4 cm™, in regim de
16 scandri repetate, folosind metoda ,,Atenuated Total Refraction”, ATR
(reflexie totald redusd) pe un accesoriu de diamant, in intervalul de numere de
undi de 600...4000 cm™.

Cromatografia lichida

de performanta cuplatia cu matricea de fotodiozi (HPLC/PDA)

Cromatograf HPLC
»L.C 2030-C 3D-Plus”.
»Shimadzu
Corporation”,
(SUA-Japonia-
Germania), 2020.
Universitatea Tehnica

a Moldovei, Chisinau.

Metoda izocratica: chinocalconi rosii din petale de sofranel.
Coloana ,,Phenomenex” cu faza inversa, Cis. Lungimea 150 mm, diametrul
4,5 mm; diametrul granulelor de absorbent 5 microni; diametrul porilor 0,08
microni. Eluarea izocratica cu amestec proaspat preparat
apa : acetonitril: metanol : acid trifluoroacetic (59 : 30 : 10 : 1) (184).
Metoda gradient: chinocalconi galbeni din sofranel;
CBA din seminte de struguri si fructe de josta (242).
Varianta 1: faza A: apa bidistilata cu 0,1% (v) acid acetic glacial;
faza B: acetonitril cu 0,1% acid acetic glacial.
Varianta 2: faza A: apa bidistilata cu 0,1% (v) acid acetic glacial;
faza B: acetonitril cu 1,0% acid acetic glacial.
Flux eluant (flow): 0,5 mL/min, 5% faza B; temperaturd coloana: 25 /30°C,
12,5Hz; temperaturd celula detectoare: 30 /32°C. Schema
gradientului, timp - faza ,,B”: 0 min. - 5%; 2 min. - 5%; 18 min. - 40%;

20 min. - 90%; 24 min. - 90%; 25 min. - 5%; 30 min. - 5% (flow).

sampling:

Cromatografia lichida de performanta cuplata cu spectrometrul de masa (HPLC/MS)

al extractelor din petale de sofranel, amestecului de chinocalconi galbeni

HPLC ,,Agilent 1200”
cu MS , Agilent 6110”
(Santa Clara, SUA).
USAMYV, Cluj, RO

Coloana ,,Eclipse”, Cig, (4,6 X 150 mm, 5 pm) la 25°C, injectii de 20 pL. Pentru
fragmentarea spectrului de masa a fost aplicat modulul de ionizare pozitiva in
»electrospray”, ESI(+), cu tensiunea capilara de 3.000 V, la 350°C si debit de
azot de 8L-min’!. Au fost utilizate doud niveluri de energie pentru a obtine 50 sau
100 de fragmente 1n intervalul m/z: 100...1000 Da (243).

Studierea stabilitatii colorantilor iradiati cu UV-Vis

Cromatograf HPLC
»LC 2030-C 3D-Plus”.

Chinocalconii ACCG si CCC au fost iradiati 4 ore cu doua lampi UV de putere
nominald 30Wt fiecare, puterea conventionald de iluminare (,,Light Meter” p/u
Android): P =100 + 2 Ix. Mostrele ACCG si CCC, neiradiati au fost folositi in
calitate de martor. Probele de 0,100 + 0,001 g pulbere de ACCG au fost dizolvate

in apad distilatd. Solutiile obtinute au fost filtrate prin microfiltrul

PTFL 0,22 microni si injectate imediat.
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2.4. Metode de optimizare a fluxului de date
2.4.1. Construirea diagramelor ternare Y = f (X1, X2, X3)

Diagramele triunghiulare vizualizeaza topologia proprietatilor sistemelor ternare.
Avantajul diagramelor de acest tip consta in reducerea substantiald a numaruluui de experiente, de
exemplu, de la 4°=64 in varianta clasicd la 10 (figura2.1). Fiecare varf al triunghiului
Gibbs — Roseboom — Stocks reprezintd componentul pur (100%), iar fiecare axa laterald — o
compozitie binard exprimatd in procente. Liniile care formeaza £60° cu axele a, b, c reprezinta

multimea compozitiilor cu un continut a, b, ¢ exprimat in procente.

c a,%—"A

Figura 2.1. Triunghi Roseboom cu 10 compozitii experimentale ternare

2.4.2. Experimentul Factorial Liniar Binivelar. Analiza ecuatiilor de regresie

In sistemele alimentare sunt suficient de informative modelele liniare clasice (244), care se
obtin prin planificarea si realizarea a N =2 tipuri de experiente pentru j factori generatori pentru
Experimentul Factorial Complet, EFC. Matrice EFC se transforma in matrice EFF (Experimentul
Factorial Fractionar, N = 2, in care j = jx - js (j= — numarul factorilor de influenta dintre care js au

fost obtinuti prin substitutia factorilor de interactiune.

Y x, 1 -1-1+1 +1, -1, +1

3
>

/ X, / X,
-1, +1, -1 +1, +1, -1
X, A X,

Figura 2.2. Schema spatiului factorial ,,real” si imaginar: 4 — suprafata de replica in

spatiul bifactorial; B — hipercub 3D+ cu unele coordonate codificate.
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EFC 22 . Y == ﬁOXO + lel + ﬁzXZ + ﬁllez (2.3)

EFF 2% Y = BoXo + BiXy + BoXo + BaXs 24
EFC2’ : Y = BoXo+ BiX1 + BoXy + BaXz +

+ B12X12 + P13X13 + P23Xaz + Pr23X123 (2.5)
EFF 2% Y = BoXo + BiXy + BoXo + BaXz + PBraXiz +

+ B13X13 + B23X23 + BaXy (2.6.1)
EFF 2™ : Y = BoXo + BiX1 + BoXo + BaXs +

+ BaXs + BsXs + PsXe + B7X7 (2.6.4)

Regresiile, obtinute in baza masurdrilor, care nu au fost a priori planificate ca EFC sau

EFF, au fost obtinute in baza masterului de analiza a datelor din Excel (245):

\Excel Data Sheeﬁ — bata‘ — Wata Analysis‘ — \Regresion‘

Instrumentul ,,Data Analysis”, la introducerea replicilor, obtinute dupa planurile standard

EFC si EFF, genereaza coeficienti de regresie, care sunt identici metodei clasice (244).
2.4.3. Determinarea polidispersitatii emulsiilor si suspensiilor

Metodele cunoscute de determinare a polidispersitatii presupun utilizarea unui set de site
si nu se potrivesc pentru sistemele lichide si microcapsule cu un continut lichid, de aceea a fost
elaborata o metoda originala potrivitd pentru sistemele-model, emulsii, produsele alimentare cu un
continut de microcapsule. Metoda este aplicabild pentru emulsiile ulei/apd (lapte vegetal) si
suspensiile de microcapsule comestibile. Probele studiate au fost fotografiate cu o camera de inalta
rezolutie (12...64 MPx) instalata nemijlocit in ocularul microscopului optic. Modul de iluminare
a probelor, in lumina transmisa sau laterald, se alege in functie de transparenta fazelor sistemului
studiat. Diametrul real al cAmpului de vedere observat se determind prin calibrare. Microcapsulele
sau picaturile de emulsie de anumite dimensiuni se numard manual, folosind imagini marite pana
la 15...20 cm si tipdrite. Apoi se recalculeaza parametrii microcapsulelor determinand diametrul

lor mediu, volumul fractiunii si fractia de volum a microcapsulelor cu diametru mediu:

L
A - (2.7)
V‘Pi = Ni : Vi (28)
_ Lo
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in care: V,,, — volumul fractiunii Z ;

Vi — volumul unui obiect sferic (microcapsulei sau a picaturii de emulsie) cu diametrul mediu d,;
Ni —numarul calculat al speciilor de microcapsule / picaturi de emulsie din fractiune i,
@i — fractia volumica a microobiectelor cu diametrul mediu d, ;

XV — volumul sumar analizat al tuturor fractiilor.

Indicele de polidispersitate a distributiei, PDI, a fost calculat ca patratul coeficientului de
variatie al distributiei (o/p)? pentru distributii apropiate de forma Gaussiani (246). In cazul
utilizarii regulii + 20, relatia poate fi exprimata prin forma aproximata (2.9.S):

PDI = (dmal—;dmi“)z (2.9.)

in care p este diametrul particulelor din centrul curbei de distributie.
2.4.4. Determinarea cantitativa cromatograficda a unor CBA cu standard conventional

Disponibilitatea redusa a mostrelor-standard reprezintd o problema in cercetarea sistemelor
policomponente. Cunoscand din surse veritabile valorile coeficientilor molari de extinctie si avand
la dispozitie un spectrofotometru cu prisma si un instrument HPLC/PDA, problema lipsei
standardelor poate fi rezolvatd. Pentru aceasta se combind Legea Boogher-Lambert-Beer si
calcularea concentratiilor, reiesind din aria picurilor cromatografice. Metoda a fost utilizata pentru
caracteristica CBA din extractele din petale de sofranel, pentru compusii biologic activi din vin si
din samburi (seminte) de viti-de-vie (247). In calitate de sursi-standard se utilizeaza extractul
natural, care contine standardul in cauzd sau un component relativ pur cu parametrii optici
cunoscuti (1.e., extractul de mure contine doar derivatii cianidinei, predominand
cianidin-3-O-glucozida (248)). Dupa spectrofotometrierea si injectarea probei de standard

conventional si injectarea probei de cu CBA masurat se utilizeaza ecuatia Ecuatie (2.10):

D Apr.

Cprobz§1 = = K-

€1 Astcon. Ast.con.

(2.10)

in care: Cpropa — concentratia molard a CBA in proba analizata;
D — absorbanta solutiei CBA la spectrofotometrul UV-Vis;

& — coeficient molar de extinctie; L-mol-cm

[ — lungimea drumului optic, cm;

Aproba — aria picului CBA analizat la HPLC/PDA, mAU:s .

Ast.con. — aria picului standardului conventional, mAU-s , pentru care este cunoscut si &.
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2.5. Sisteme de operare si de sustinere

2.5.1. Sistem de operare a proceselor de filtrare—sorbtie—eluare

la viteza fluxului de eluant si temperatura controlata

Viteza si temperatura filtrarii, sorbtiei, elutiei sunt factori decisivi care influenteaza atat
intensitatea (viteza) proceselor de sorbtie si desorbtie, cat si stabilitatea compusilor biologic activi.
Asigurarea valorii constante a vitezei de filtrare la temperaturi diferite (dar constante in cadrul
diferitor experiente), ceteris paribu,s este problematica, deoarece temperatura influenteaza direct
proprietatile hidrodinamice ale lichidului si ale fazei polimerice. Pe parcursul procesului polimerul
(sorbentul) sufera degazare si comprimare, ceea ce duce la micgorarea sau cresterea imprevizibila
a vitezei de filtrare. La temperaturi mai mari de 50°C, viteza filtrarii poate sa creasca datorita
presiunii suplimentare a gazului in coloana termostatabila.

Toate aceste probleme tehnice, inclusiv procedura de degazare, se rezolva cu succes in
sistemele HPLC analitice, dar mai ales in cele preparative. Insa accesul la sistemele HPLC
preparative este limitat datorita costului lor ridicat. Sistemul reprezentat in figura 2.3 este accesibil
si util la studierea proceselor de sorbtie-desorbtie ale CBA pe faze stationare diferite (sorbenti

in cercetdrile sistemelor ,,compus biologic activ — biopolimer” (190).

coloana
:| termostatabili
micropompéa E

I\

/ \

Termostat
cu pompi

Figura 2.3. Sistem de operare a proceselor de filtrare—sorbtie—eluare:
1 — faza lichida cu CBA, 2 — sorbent, 3 — material inert (fibre de lavsan, celulozd, CA).

Sistemul operational este format din micropompa pentru propulsarea fazei mobile, capabila
si asigure viteza aproape constanti de 0,1..10,0 cm*min' si o coloand termostatabild,

confectionatd manual, care este unita la un termostat cu pompa (figura 2.3).
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2.5.2. Sistem de sustinere a functionalititii microcapsulelor

cu controlul electrochimic al proceselor, SSF-MC-CEP

Orice sistem de sustinere (,,enabling system”) completeaza un sistem de interes in timpul
unor etape ale ciclului sdu de viata, dar nu neaparat contribuie direct la functionarea acestuia in

timpul etapei sale de functionare (249).

L] [

|

Figura 2.4. Schema sistemului de sustinere a functionalitatii microcapulelor prin controlul
electrochimic al proceselor, SSF-MC-CEP: 1 — agitator-incalzitor; 2 — dozator;
3 — pH-metru; 4 — reactor; 5 — termometru; 6, 7 — electrozii inox ai ohmmetrului;

8 — electrodul combinat al pH-metrului; 9 — ohmmetru (rezistometru).

Sistemul de sustinere a functionalitdtii microcapsulelor prin controlul electrochimic al
proceselor, SSF-MC-CEP, a fost elaborat pentru studierea, controlul si programarea proceselor,
care au loc in timpul asamblarii microcapsulelor (158). SSF-MC-CEP permite realizarea si
studierea diferitor procese in sistemele-model, care au replica electrochimica usor masurabild, de
exemplu, permite monitorizarea schimbarii rezistentei, conductivitatii sau pH al solutiei.

Valorile masurate servesc la luarea deciziei — de exemplu, a finaliza un proces si a incepe
altul. Astfel, SSF-MC-CEP permite realizarea asamblarii microcapsulelor si masurarii simultane
a conductivitatii in supernatant, in care are loc asamblarea fara extractia probelor.

SSF-MC-CEP (figura 2.4) se asambleazd pe agitatorul magnetic cu posibilitatea de
incilzire (1). Reactorul (4) reprezinti un pahar Berzelius de 200...1000 cm?, care, in caz de
necesitate, poate fi completat cu o cdmasa de ricire (nu este indicati in schemi). In spatiul
reactorului este imersat termometrul digital cu corpul de lucru din inox (5) si doud tipuri de
electrozi: sistemul combinat ,.electrod saturat de KCIl / electrod cu membrana din sticla”

ECS-10603/7 (8), unit la pH-metru ,,pH-150-MI" (,,Mensknauchpribor”, Mensk, Belarus) sau
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analog (3), si doi electrozi inox (6), (7), uniti la ohmmetru (9) (Multitester digital ,,UT33C”,
»Shenzhen Sunkoo-Reid Electronic Co.”, Shenzhen, Guangdong, China). Trebuie sa fie asigurata
pozitia reciprocd constantd a electrozilor (6) si (7) in cadrul unei experiente, ideal — 1n cadrul
intregului experiment.

Dezavantajul agitatorului magnetic pentru masurdrile electrochimice este ca acesta nu
asigurd viteza constanta de agitare, indeosebi la schimbarea viscozitatii solutiilor, care are loc n
sisteme si procese cu participarea biopolimerilor. Inlocuirea agitatorului magnetic cu un agitator
mecanic rezolva problema vitezei constante, dar prezinta pericol pentru integritatea electrozilor.

Avantajul SSF-MC-CEDP, ca si a altor sisteme tip ,,multicooker”, consta in faptul ca aceste
sisteme sunt usor realizabile in laboratoarele cu dotare modesta: pe langd un pH-metru si un

agitator este necesar un termometru digital si un multitester.

2.5.3. Sistem pentru studierea biopolimerilor, compozitiilor si microobiectelor

in baza acestora prin metoda electroforetici

Metoda electroforeticd permite a determina semnul sarcinii particulei coloidale sau al
microobiectului, care este mobil in cAmpul electroforetic. Al doilea parametru foarte important si
mai fin este potentialul electrocinetic, zeta, ¢, care se descrie prin ecuatia 2.2, cunoscuta sub
denumirea personalizatd Helmholtz-Smoluchowski (176), (250).

nv _ nllL
&go'H eggU-t

¢= (2.11),
in care:

1 — vascozitatea dinamici a apei, 1+ 103Pa - s;

& — constanta dielectrica a apei, 89, non-dimensionala;

£o— permitivitatea electrici a vidului, 8,85 - 10712 F- m™1;

V — viteza particulelor coloidale sau a microcapsulelor in cAmpul electroforetic, m - s™1;

H- intensitatea cAmpului electric, F - m™1;

[ — deplasarea particulelor coloidale in campul electric, m;

7 — timpul electroforezei, s;

L — distanta dintre suprafetele electrozilor (lungimea efectiva a tubului), m;

U — tensiunea sursei de curent continuu, V.
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N/ A
y B

Figura 2.5. Schema sistemului electroforetic pentru studierea particulelor coloidale
si microcapsulelor: A — cu sarcina globali negativd, B — cu sarcina globali pozitiva.

Pe schema dispozitivului electroforetic (figura 2.5) sunt evidentiate: a) sursa de tensiune
constantd ,,SPA-97” (Contragent Company, Ltd, Harkiv, Ucraina); b) multi-testerul digital
,UT33C” (Shenzhen Sunkoo-Reid Electronic Co., Shenzhen, Guangdong, China); ¢) electrozii cu
suprafata platda executati manual din otel inoxidabil AISI-304; d) hotarul format intre particulele
coloidale si supernatant (mediul de dispersie); e) tubul in forma de U cu diametrul de 1 cm si

lungimea efectiva 15...25 cm; f) sensul miscarii particulelor cu sarcina globala ,,-” (4) si ,,+” (B).
2.5.4. Sistem de analiza a culorii probelor in baza codificarii red-green-blue (RGB)

Culoarea obiectului reprezinta perceperea noastrad subiectiva a undelor electromagnetice cu
lungimea de 400...780 nm. Fiind derivata direct din structura chimica nesaturatd, culoarea
compusilor biologic activi reprezinta un indice important de stare si stabilitate a acestora.

Determinarea si digitalizarea culorii probelor in stare solidd (uscata) se efectueaza prin
metoda CIELab (251), (66). Metoda CIELab utilizeaza un spatiu virtual de coordonate (L, a, b) in
care culoarea este determinatd de coordonatele a, b € (-128; +128), iar L este luminozitatea;
L € (0; 100). Culorii negre 1i corespund coordonatele L,a,b=0,0,0, iar celei
albe L, a, b=+ 100, 0, 0. Determinarea experimentald a nuantei exacte a culorii probelor in stare
umeda se efectueaza cu unele greutati tehnice. Din acestd cauza a fost necesara elaborarea unei
metode bazate pe utilizarea codului RGB (,,Red : Green : Blue” = ,,Rosu : Verde : Albastru”™),
direct compatibile cu instrumentele cromatice din Microsoft Office. Spatiul RGB reprezinta un
cub in care intensitatea componentei respective este redatda de un byte de informatie (252).

Schema care reflecta corelatia dintre sistemele de coordonate cromatice CIELab si RGB

este reprezentata in figura 2.6.
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Figura 2.6. Corelarea dintre sistemele de coordonate cromatice CIELab si RGB:
A — sistemul CIELab: de la negru (0, 0, 0) prin centrul gri (50, 0, 0) la alb (100, 0, 0);
B — sistemul RGB: de la negru (0, 0, 0) prin 254 nuante de gri la alb (255, 255, 255).

Realizarea corectd a metodei necesita asigurarea conditiilor reproductibile de iluminare,
care a fost cuprinsa 1n intervalul de 3000 + 50 lux si captarea imaginii (figura 2.7).

Imaginile captate se prelucreaza cu ajutorul aplicatiei care determina codurile RGB ale
pixelilor din imagine (253). Pentru a reduce din neomogenitatea inevitabila a culorii, codurile RGB
se inregistreazd in trei puncte situate aproximativ echidistant, adica, formand un triunghi
echilateral. Media aritmetica, calculata pentru fiecare byte, se rotunjeste doar la un numar intreg,
dat fiind faptul cd codul RGB este format din numere intregi (negru— 0:0:0, rosu — 255:0:0,
verde — 0:255:0, albastru — 0:0:255, alb — 255:255:255).

e 81:11:60
A B C D E

Figura 2.7. Sistem de determinare a codului RGB pentru probele umede: A — sursa de
lumindg ,,rece” 6400 K; B — obiectul analizat in zona cu iluminare 3000 + 50 lux; C — smart

Pphone la distanta fixd pand la probd; D — imaginea analizatd; E — cod <RGB> si <culoarea>.

Imaginile captate se prelucreaza cu ajutorul aplicatiilor, care determina codurile RGB ale

pixelilor din imagine (253).
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2.6. Interpretarea statistica a datelor experimentale
2.6.1. Estimarea erorilor masurdarilor directe si indirecte (254), (255)

Scopul final al majoritatii evaluarilor statistice constituie determinarea intervalului de
incredere — domeniului, in care valoarea adevaratd a parametrului X se incadreaza cu o
probabilitate P, determinatd de metoda utilizata sau aleasa de cercetator. Valoarea probabilitatii P
mai este numitd nivelul de incredere (certitudine). Marimea, complimentard valorii P, se
numeste nivel de incertitudine si se noteaza prin ¢. Deseori incertitudinea ¢ de asemenea este

numitd ,,probabilitate”, de fapt, fiind marimea complimentara probabilitdtii adevarate P:
P+q=1 (2.12)

Coeficientul Student T, r) este functie dependentd de valoarea incertitudinii ¢ si de
numdrul gradelor de libertate f=n — I . Tgy(q sy descreste cu cresterea numdrului de repetari

(determinari suficient de independente), n.

Deviatia standard a esantionului (,,sample standard deviation”), ¢,,_4 , reprezintd suma
patratelor abaterilor absolute pe care le-au inregistrat valorile experimentale ale X, raportata la

numarul gradelor de libertate f=n — I ale esantionului:

L(X-Xy)? L(X-X)?
Gy = \/% - \/<_1> @13

Cunoasgterea Ts;(q ) $1 0n—1 permite determinarea probabilistica a erorilor absolute AX si

a intervalului de incredere:
X=X +4X=X +Ts(qf)  On-1 (2.14)

Tendinta mondiald actuald in calcularea intervalului de incredere constd in utilizarea
valorilor simplificate ale Ts;(4 ). Astfel, pentru probabilitatea de incredere P = 0,95 (q = 0,05) se
considerd cd Tsy(q,f ~ 2,0 , 1ar pentru P =0,997 (q = 0,003), Tsiq,n ~ 3,0 ce permite utilizarea

»regulil a doua sigma” si regulii a trei sigma pentru calcularea erorii absolute:
P=095 X=X1+4X=X 120, (2.15.1)

P=095 X=X+4X=X+30,, (2.15.2)
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Erorile masurarilor indirecte pentru replicile Y , care pentru un numar de factori de
influentd j se descriu cu functie de tipul ¥ =f(X}...X)), au fost calculate folosind metoda sumei

patratelor erorilor relative:

AY P (AX)\?

ey=2= 3, (%Y (2.16)
AY =gy ¥ (2.17)
Y=Y +A4Y (2.18)

Aplicarea metodei derivatelor partiale duce la aprecierea mai exactd a erorii masurdrilor
indirecte, iar rezultatul (valoarea erorii absolute) este de obicei mai mic decat se obtine prin metoda
sumei patratelor erorilor relative. Diferenta in aprecierea erorii intre aceste doud metode diferite
poate sa ajunga chiar si la un ordin. Utilizarea metodei derivatelor partiale este strict necesara
cand valoarea ridicatda a erorii absolute poate afecta suficient interpretarea rezultatelor

experimentale obtinute (256).

ay \?2

AY=JZ{=1(—) L AX;2 (2.19)

aX;

ay c e . . .. <
in care (6_) reprezinta derivatele partiale ale functiei Y dupa X;

l
2.6.2. Modelare statistica prin analogie. Modelul ,,bile colorate”

Pentru algoritmizarea determindrii influentei calitative si cantitative a entropiei asupra
starii sistemelor reale, inclusiv sistemelor alimentare, existd necesitatea unui model matematic
relativ simplu si reproductibil. Un astfel de model reprezinta o ,,pungd” imaginard, care ,,contine”
un numadr infinit (deoarece o - 1 = ) de bile de doud culori, de exemplu, portocaliu si rosu. La
extractia aliatoare a bilelor din punga probabilitdtile de a extrage o bild rosie sau una portocalie

sunt egale. Probabilitatea de a obtine /Ng + Np =N bile se calculeaza folosind ecuatiile (2.20...2.21):

N!
Pr/o = g (2.20)
Py = ’;"I/j’ -100% (2.21)

Ecuatia (2.21) permite calcularea si construirea curbei in coordonatele Pro” = f (Ng),

care descrie ponderea tuturor starilor posibile ale sistemului-model, De exemplu, probabilitatea de
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a obtine la extragere doar 10 bile rosii sau doar zece bile portocalii nu depaseste 0.1%
(figura 2.8, 4). Odata cu cresterea dimensiunii esantionului, zona distributiei probabilitatii (si, de
fapt, evenimentelor si starilor realizabile ale sistemului) se ingusteaza si mai mult, iar zona de
improbabilitate se extinde (figura 2.8, C). Pentru esantioanele din 10, 50 si 150 de bile latimea

zonelor de improbabilitate este <1%, ~56% si, respectiv, ~73%, adica creste constant, desi neliniar.

25 P
: @ T ” | %
15 8 practic 9.
" 6 imposibile
4 e0
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0
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Figura 2.8. Legititile repartizirii probabilititii termodinamice P” = f{n) in sistemele-model

Evenimente ®
si stari L4

O B N W s UV O N

bicomponente: A — din 10 particule; B — din 50 particule; C — din 150 particule.

Probabilitatea termodinamica este numarul de stari posibile ale unui sistem-model

termodinamic legat de entropie prin expresia (257), (258):
S~k-lgP (2.22)

Pentru sistemele reale alcatuite dintr-un numar mare de particule, conform ecuatiei (2.22),
cu cresterea probabilitatii termodinamice cu un ordin, entropia § va creste doar cu o unitate.
Modelul ,,punga cu bile” demonstreaza matematic si vizualizeaza ireversibilitatea procesului si
crestere a entropiei sistemului. Predominarea unei culori corespunde nivelului scazut de entropie,
iar dezordinea (dezorganizarea, instabilitatea) indica o entropie ridicatd. De aici rezultd concluzii
importante, extrapolabile la sistemele alimentare reale:

v Cele mai ordonate stari ale sistemului (de exemplu, cdnd doar numai un singur compus-
tinta intrd in componenta extractului) sunt, concomitent, si cele mai putin probabile din punct de
vedere al statisticii termodinamice (figura 2.8, A);

v Cresterea complexitatii sistemului duce la cresterea numarului starilor cu entropie relativ
mare, care sunt practic improbabile. Pentru sistemele moleculare latimea zonei de improbabilitate
tinde spre 100%. Astfel, statistica termodinamica demonstreaza ca o impuritate, sau componentul-
tinta, nu se pot separa spontan fard aplicarea fortelor externe;

v Cu cat numarul de particule dintr-un sistem real este mai mare, cu atat graficul functiei
P% = f (N) aratd mai ingust (oricum, integrala functiei P” = f{n) = 100%);

v Daca sistemul constad din mai multe subsisteme separate, fiecare subsistem de asemenea va

avea functie de probabilitate termodinamica proprie.
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Concluzii la Capitolul 2

1. In calitate de surse de compusi biologic activi si biopolimeri au fost utilizate fructe de talul
Saccharina japonica (fosta Laminaria), radacini de Beta vulgaris L., miezul semintelor Juglans
regia L., semintele Linum usitatisssimum, petalele Carthamus tinctorius L. Din aceste surse au fost
izolate, respectiv: alginati de sodiu si de potasiu; extracte purificate de betacianind si betaxantina;
ulei cu un continut ridicat de esteri ai acizilor grasi polinesaturati @3 si ¢ (linolic si linolenic);
arabinoxilan; amestec de chinocalconi galbeni, ACCG; preparat de cartamind si complexul
cartamina-celuloza, CCC — in forma de pulbere.

2. Studiul sistemelor alimentare cu un continut de compusi biologic activi necesita utilizarea
combinatd a metodelor de cercetare logice si abstracte (experimentul mental, analiza, sinteza,
metoda bilelor colorate etc.); matematico-statistice (experimentul neprogramat si programat,
planificarea experimentului, analiza ecuatiilor de regresie (metoda Box-Hunter, metoda analizei
prin ipoteza ,,0”; metodele instrumentale de performanta (electrochimice, spectroscopice,
cromatografice).

3. Au fost determinate experimental limitele de aplicare ale unor metode de cercetare ale
compozitiilor cu CBA. Modelele clasice binivelare in diferite combinatii sunt suficient de
informative pentru sistemele alimentare, care a priori sunt sisteme labile. Atat activitatea biologica
(fiziologicd) a compusului, cat si parametrii spectrului UV-Vis al acestuia se datoreaza grupelor
cromofore cu legaturi chimice duble conjugate si grupelor auxocrome, care ofera compusului
functionalitate. De aceea, metoda spectroscopiei UV-Vis reprezintd o metoda universala pentru
studierea compusilor biologic activi in solutii, extracte si in produsele alimentare. Din aceeasi
cauzd, anume pentru CBA, din toate metodele existente cromatografice de analizd, metoda
cromatografica HPLC cu detector tip PDA (DAD) reprezinta o varianta optimala.

4. Au fost elaborate metode originale de analiza a sistemelor alimentare-model, care contin
compusi biologic activi: sistemul de adsorbsie/elutie la viteza constantd, analog de cromatografie
preparativd de 1naltd performantd; instalatia experimentald pentru cercetarea sistemelor
proteind/polizaharida prin electroforeza. Au fost elaborate sistemul de principiu si instalatia pentru
controlul producerii microcapsulelor folosind electrochimia clasica; metoda originald de analiza a
polidispersitatii sistemelor U/A si a suspensiilor microcapsulelor; metoda de identificare
cantitativa a culorii probelor uscate, umede si lichide prin scanarea codului ,,RGB” al probei in

conditii de iluminare reproductibila controlata.
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Capitolul 3. STABILIZAREA SI PROLONGAREA FUNCTIONALITATII
COMPUSILOR BIOLOGIC ACTIVI iN SISTEMELE ALIMENTARE

3.1. Aspecte ale analizei colorantilor alimentari prin

combinarea metodelor spectrale si cromatografice

Culoarea produselor alimentare are un rol esential in perceptia calitatii si acceptabilitatii
acestora de catre consumatori. Aceasta reprezintd un indicator al prospetimii, maturitdtii si
sigurantei alimentelor. Culoarea biogena a sistemelor alimentare reprezintd un indicator fiabil al
activitatii functionale a acestora si al prezentei compusilor bioactivi, intrucat o mare parte dintre
colorantii naturali manifestd activitate antioxidanta (259). Studiul compozitiilor de coloranti
permite optimizarea proceselor tehnologice, care ar putea asigura pastrarea sau corectarea
aspectului natural si a evita degradarea compusilor cu activitate biologica (242).

Diferite nuante naturale pot fi obtinute prin combinarea colorantilor galbeni si rosii naturali
si artificiali, astfel simuland culorile naturale. in scopul studierii stabilititii unor compozitii de
acest tip au fost preparate sisteme, care contin Tartrazina (E-102, Tr, Amax. = 431 nm), Ponceau 4R
(E-124, Po, Amax. =513 nm), Cianidind (E-163, Cy, Amax. =536 nm), avand concentratii de

10# mol-L! si inregistrate spectrele lor electronice (260) .

Absorbanta

450 500 550 600
Lungimea de unda, nm
—Cy e Tr = +P0 ==eCy+Tr = =Cy+P0 == Tr+Po

350 400

Figura 3.1. Spectrele UV-Vis ale sistemelor-model cu coloranti alimentari:
Cianidina E 163, Cy; Tartrazinda E 102, Tr; Punceau E 110, Po.

In figura 3.1 se demonstreazi ca utilizarea doar a metodei spectroscopiei UV-Vis pentru
sistemele din mai multi coloranti din mai multe puncte de vedere nu este sigura. Exemplul
sistemului Po + Cy dovedeste cd acesti coloranti rosii nu pot fi identificati si dozati Tn mod univoc.
in sistemul din doi colorantii sintetici, Po + Tr, se observa, ci absorbanta Po scade considerabil

peste un timp scurt. Degradarea Ponceau 4R 1n sistemul Po + Tr a fost confirmata prin disparitia
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spotului Ponceau 4R in cromatogramele TLC. Aceastd observatie contrazice datele privind
stabilitatea acestor compozitii obtinute prin metoda voltamperometricd (261). Interpretarea
spectrelor electronice ale compozitiilor CBA, care contin componenti din diferite clase este
influentatd negativ de suprapunerea partiala sau coincidenta domeniilor de absorbtie a razelor UV-
Vis : acidului ascorbic (240...265 nm), polifenolilor incolori (250...300 nm), acizilor cinamici
(250...350 nm), flavanolilor (330...375 nm), chalconilor monomerici galbeni
(385...415 nm) (198), carotenoidelor (400...500 nm), antocienilor (242), betacianinelor
(500...550 nm), chalconilor rosii (500...525 nm) (41), clorofilelor (600...700 nm).

Compozitiile alimentare contin biopolimeri incolori si transparenti cu structurd solida
preponderent amorfa sau care reprezintd micele coloidale. Astfel de componente nu dau semnale
directe in domeniul UV-Vis, deoarece nu prezintd sisteme cu legaturi duble conjugate. Totusi,
polimerii pot influenta absorbtia Tn domeniul UV-Vis. Spectrele peliculelor polimerice contin un
surplus al absorbantei datorat difuziei pe reteaua de difractie formatd de macromolecule (262).
Activitatea optica similara se observa in spectrele extractelor hidrocartaminei din celuloza, in care

difuzia se manifesta ca un platou in regiunea de 600...700 nm (figura 3.2)..
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Figura 3.2. Modificarea spectrelor extractului de hidrocartamina

extrasia din faza celulozei microcristaline in functie de timp

Deoarece in sistemele studiate lipsesc colorantii verzi si albastri, care absorb lumina in
regiunea 600...700 nm, densitatea opticd inregistrata in acest interval corespunde doar aportului
retelei de difractie, create de nanoparticulele biopolimerului. Aceasta difractie, fiind persistenta pe
toata latimea spectrului, a fost luatd in consideratie in calculele respective (41).

Interactiunile colorantilor cu substratul polimeric oferd posibilitatea de separare relativ
usoard si eficientd a diferitor clase de coloranti din amestecurile complexe prin metoda
cromatografiei in stratul subtire (“Thin Layer Chromatography”, TLC), actuale pentru compozitii,
care contin coloranti fenolici naturali din diferite clase (263), (198). Parametrii TLC ai unor

coloranti studiati sunt prezentati in tabelul 3.1.
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Tabelul 3.1. TLC a colorantilor fenolici in unele sisteme de eluare

Sursa de CBA M, EtOH : H3Cit (1%) HCl Aq:BuOH:HAc¢ Bibl.
CBA  (colorant)  g-mol’ 4:6 1% 4:5:1

Aronia, CyCl 323 - 0,10+ 0,05 0,50 £ 0,05 (234)
fructe  Cy-3-O-Glu 485 - 0,25 +0,05 0,35 +£0,05 (188)
Sfecla, Betaxantina 339 0,85+0,10 - ---

radicini Betanina 550 0,75+ 0,10 --- - (196)
Sofrinel, Crt, iCrt 911 0,03 +0,03 0,00 0,03 £ 0,03 (237)
petale  ACCG 612...1045 0,70 £ 0,10 0,50 £ 0,05 0,35 +£0,05 (238)

Nota: CyCl — clorurd de cianidind; Cy-3-O-Glu — Cianidin-3-O-Glucozida; Crt, iCrt — cartamina,
izocartamind; ACCG — amestec chinocalconi galbeni; Aq — apa, BuOH — butan-1-ol;
EtOH - etanol; H3Cit — acid citric; HAc — acid acetic.

Atrage atentia faptul cd valorile Rr pentru clasele diferite ale colorantilor naturali —
antocieni, betalaine, calconi — nu depind in mod similar de masa lor molara si de polaritate.
Molecula de cianidind, care nu contine rest de glucoza, este mai putin polara decat molecula
cianidin-3-O-glucozidei, dar se deplaseaza mai repede. Molecula simetrica a cartaminei este mai
putin polard decat moleculele asimetrice ale chinocalconilor galbeni, dar, spre deosebire de
perechea Cy si Cy-3-O-Glu, se deplaseaza mai Incet.

Retentia pronuntata si anomala pe celuloza a chalconilor rosii (cartaminei si izocartaminei)
si stabilitatea Tnaltd a acestora pe cromatogramele obtinute, cunoscutd sub denumirea ,,efectul
Saito”, a sugerat ideea privind stabilizarea calconilor rosii prin formarea complexului
cartamina-celuloza.

Datoritd diferentelor semnificative ale valorilor Ry, metoda TLC permite separarea
preparativa a colorantilor pe scara de laborator inclusiv in scopuri analitice (234). In acest caz,
sistemul studiat se depune pe linia de start a cromatogramei sub forma unei benzi ce permite a
aduce cantitatea depusa la ordinul miligramelor (196). Dupa cromatografiere benzile se separa,

urmand extractia si analiza separata a colorantilor (figura 3.3).

]
0,9 /\
. o FAAVV/4
| extractia o 7N
etanol : acid citric 1% (4 : 6) betaninei i o \ // / \\
betaxantinei || os \\ / // \
A

betaxantina

— 0,2
% et i \

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700

[ colorant galben (Xn)  —— betanina (Bt) _—— suma spectrelor Bt+Xn

B.
Figura 3.3. Schema analizei TLC => UV-Vis: A — TLC a sucului Beta vulgaris cu separarea betaninei
purpurii si betaxantinei galbene; B — spectrele UV-Vis la spectrofotometrul cu prismd.
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compusi din probele complexe intr-un timp relativ scurt.

Maximumurile de absorbtie in spectrul UV-Vis clasic si obtinut cu PDA (DAD) nu coincid
intocmai pentru aceiasi compusi, iar in ultimul caz diferd pentru detectoarele furnizate de diferiti
producitori. In figura 3.4 sunt reprezentate spectrele extractului de mure, obtinute la
spectrofotometrul cu prisma si la instrumentul HPLC/PDA. Spectrele, fiind asemanatoare, difera
dupa pozitia maximumului de absorbtie (524 si 519 nm, respectiv). Cunoasterea extinctiei CBA

oferd oportunitatea calculelor cantitative prin metoda HPLC chiar in lipsa standardului respectiv.
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Figura 3.4. Spectrele Cianidin-3-O-Glucozidei din extractul de mure:
A — la spectrofotometrul cu prismd; B — la detectorul PDA al cromatografului HPLC.

Colorantii rosii fenolici (antocieni si chinochalconi) si azocolorantul rosu betalaina, care
difera esential de colorantii fenolici dupa structura chimicad, arata un comportament chimic similar,
ce pare paradoxal la prima vedere. Acestea sunt foarte labile 1n mediul neutru si bazic si se
stabilizeaza considerabil in mediul acid slab, Indeosebi in prezenta alcoolilor. Proprietatea comuna
a colorantilor rosii de a se stabiliza Tn mediul slab acid este utild pentru analiza lor HPLC/PDA cu
fazd inversd, cu conditia ca mediul respectiv (moderat acid si bogat in alcool sau in alt solvent
organic) sa fie potrivit si pentru functionarea coloanei utilizate. Totodata, sensibilitatea extrema a
colorantilor rosii la pH lasa o amprentd puternica asupra conditiilor de eluare ale acestora. Datorita
solubilitdtii reduse a cartaminei in apa, utilizarea metodei de elutie gradientd in sistemul apa—
acetonitril poate provoca blocarea coloanei tip Cis din cauza formarii cartaminei in stare solida
direct in faza stationard a coloanei. Intervalul recomandat de lucru al coloanei Cis de obicei
constituie 2...8 unitati de pH sau in domeniul de pH = 1,5...10,0 daca coloanele sunt rezistente la
medii alcaline. In cazul depasirii limitelor indicate de pH existd riscul de colapsare a fazei

stationare sau chiar si degradarea ireversibila a ei (264).
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Pentru identificarea si separarea chinocalconilor rosii eluarea se efectueazd in mod
izocratic cu amestec H>O : MeCN : MeOH : CF3COOH (59 :30:10: 1) (184). Tinand cont de
taria acidului trifluoroacetic, Kais(CF3COOH) = 0,588 si concentratia molara a acestuia in sistemul
de eluare, indicele teoretic pH al eluantului este ~ 0,96, insa coloana lucreaza stabil. Probabil,
disociatia acidului trifluoroacetic este suprimata puternic datoritd prezentei cantitatilor mari de
solventi organici cu masa molard mica: acetonitril, MeCN, 30 % volum, si metanol, MeOH,
10 % volum 1n eluant. Prin urmare, nici metoda izocratica nu permite studierea diferitor forme ale
cartaminei la pH dorit si poate fi utilizata numai pentru identificarea calitativa si cantitativa a
continutului global de chinocalconi rosii.

Metoda de separare a chinocalconilor galbeni implica utilizarea unui acid slab, acetic
CH3COOH, Kgis. = 1,75 - 107>, Cresterea cantititii acidului acetic micsoreazi considerabil timpul
de retentie a calconilor in faza inversa Cis: timpul de retentie pentru precartamind scade de la 24,4
pand la 18,8 minute la utilizarea fazei mobile cu 0,1 % CH3COOH (198) si 1,0 %
CH3COOH (236), respectiv. Dimpotriva, aciditatea inalta a acidului trifluoracetic, CF3COOH, si
compozitia fazei mobile cu un continut ridicat de solventi organici, egal cu 41 %, contribuie la
deshidratarea si polarizarea si mai puternica a moleculelor de chinocalconi galbeni si acestea ies
concomitent fara a se separa.

Toate legitatile observate mentionate stabilesc conditiile pentru separarea si identificarea
cromatografica a chinocalconilor galbeni si rosii, care sunt destul de diferiti, astfel incat nu exista

o metoda cromatografica universald potrivita pentru analiza lor concomitenta.

3.2. Influenta factorilor fizico-chimici asupra stabilitatii calconilor

in extracte si in sistemele-model

Studierea proprietatilor spectrale si a stabilitatii chinochalconilor din sofranel reprezintd o
etapa esentiald in intelegerea mecanismelor prin care acesti compusi contribuie la stabilitatea si
functionalitatea colorantilor naturali in sistemele alimentare. Analiza spectrofotometrica,
radiatii ultraviolete, creeaza baza pentru interpretarea comportamentului acestor pigmenti in
conditii variate de mediu.

Prin integrarea datelor teoretice si experimentale, capitolul urmareste elucidarea corelatiei
dintre structura cromofora, stabilitatea in solutii apoase si persistenta culorii, elemente definitorii
pentru aplicarea chinocalconilor in compozitiile alimentare functionale si in procesele tehnologice

de extractie controlata.
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3.2.1. Caracteristicile spectrale ale calconilor galbeni si rosii din sofrdanel

Cromatorgama 3D a amestecului de pigmenti galbeni din sofrdnel (figura 3.5)
demonstreazad prezenta derivatilor de kaempferol (3.4°,5,7-tetrahidroxiflavon), care sunt

responsabili de absorbanta amestecului in regiunea 330-370 nm.

Axa Y (spre observator) : Raspunsul cromatografic, mUA (nuante gri)

y '.f T
|

500 : : . B :
125 15,0 175 20,0 225 250

Axa X, : Lungimea de unda, » , nm

Axa X, : Timpul de retentie, ty , minute

Figura 3.5. Cromatograma 3D a amestecului de pigmenti galbeni din sofranel:
A — derivatii kaempferolului, 2ax 330...370 nm; B — chinocalconi, "Awax 390...415 nm.

Spectrele UV-Vis ale diferitor chinocalconi galbeni din sofrdnel, obtinute la un
spectrofotometru clasic cu prisma, nu se vor deosebi considerabil, deoarece acesti chinocalconi au
structura practic identica a cromoforului, deosebindu-se numarul si aranjarea grupelor auxocrome.
Toti chinocalconii din sofranel contin una sau doud sisteme cromofore separate; fiecare dintre
aceste sisteme contin un ansamblu din 8 legaturi duble sau perechi de electroni conjugate (265).
Scheletul cromoforului si grupele auxocrome, atasate la acesta, se caracterizeaza prin aportul
numeric la valoarea lungimii de unda maxima de absorbtie, dar metodologia de estimare teoretica
a maximului nu este indubitabila. Moleculele calconilor contin un numar relativ mare (3...4) de
grupe auxocrome — OH, care vor avea un aport variat, in functie de pozitia grupei in scheletul de
baza al chinocalconilor.

Cel mai putin studiate sunt gruparile relativ rare de dezoxiglucoza, - C¢H110s, pentru care

in sursele bibliografice analizate nu au fost gasite datele privind efectele lor auxocrome. Reiesind

din faptul ca un rest de dezoxiglucoza este atasat la calcon prin legatura csP’ — s’ (figura 3.6),

adica fara participarea electronilor de tip m, este justificabil ca influenta auxocroma a gruparii de
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dezoxiglucoza — C¢H110s este aproape nuld. Totodata, fiind atasata prin legatura csP® — P,

dezoxiglucoza poate avea o influentd auxocroma moderata.

Figura 3.6. Grupele cromofore de reper din structura chinocalconilor:
A — fenil, 205-215 nm; B — cinamoil, 260-280 nm; C — chinocalcon, 390-415 nm.
Spectrele sunt cuantizate, adica, reprezinta replica structurii compusului si se supun

legitatilor aditive (266). In cazul chinocalconilor Hydroxisafflor Yellow A, HSYA, in calitate de
cromofor de reper pot fi alese trei grupe functionale (figura 3.6). Valoarea Amax se determina
considerand aportul incrementelor din restul moleculei (267) si in pofida faptului ca trebuie sa fie
identica, pentru HSY A se apreciaza cu o amplitudine mare, de la 390 nm pana la 415 nm.
Maximumul de absorbtie experimental pentru chinocalconii galbeni, analogici dupa
structura cromoforului cu HSYA, si anume Anhydrosafflor Yellow B si Precartamina, se
incadreaza in diapazonul ingust de 402...412 nm (198). Absorbanta in domeniul vizibil pentru
ACCG este moderat dependentda de pH (figura 3.7). Totodatd, este problematica distingerea

contributiilor individuale ale fiecaruia dintre chinochalconi aparte.
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Figura 3.7. Spectrele UV-Vis ale extractului apos 0,5% ACCG la diferite valori ale pH.
ApH=+£10,03
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Chinocalconii rosii, cartamina si izocartamina contin un sistem din 17 legaturi duble
conjugate, respectiv, 34 orbitali hibridizati sp’. Prezicerea teoretici a pozitiei maximului de
absorbtie al cartaminei este greu realizabild datoritd structurii exclusive a cromoforului
chinocalconic si imposibilitatii evidentierii corecte a aporturilor gruparilor secundare.

Sensibilitatea chinocalconilor rosii la valoarea pH este mult mai pronuntatd decat
sensibilitatea chinocalconilor galbeni. Dupa pH = 6 maximul de absorbtie al chinocalconilor

treptat se deplaseaza hipsocromic pana la 475 nm la pH = 10 (figura 3.8).

Absorbanta

440 460 480 500 320 540 360 580
Lungimea de unda, nm
— — 1,00 --= 200  -==-- 3,00 e 4,00 — 5,00
----- 6,00 =====700 —38.00 — =900 — — 10,00

Figura 3.8. Spectrele UV-Vis ale cartaminei in solutiile apoase:
Cwm = 10 mol-L", la diferite valori ale pH. ApH = + 0,03.

Pentru chinocalconii rosii, mai sensibili la pH, existd mai multe diferente intre instrumentul
cu prisma si matricea de fotodiode. Un rol important in aparitia acestor divergente revine puritatii
si individualitatii compusilor inregistrati la matrice. Un dezavantaj al spectrelor UV-Vis PDA
(figura 3.9) fata de spectrele clasice este imposibilitatea de modelare a pH in momentul trecerii
compusului prin detectorul PDA, in special dacd se utilizeaza metoda elutiei in gradient. Acest

lucru se observa la comparatia figurii 3.7 cu figura 3,9, A si a figurii 3,8 cu 3,9, B.
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Figura 3.9. Spectrele PDA ale calconilor individuali din sofranel:
A — Hydroxisafflor Yellow A; B — Cartamind.
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Masurarea spectrofotometricd a absorbantei rdméane cea mai simpld metoda de
monitorizare a concentratiei colorantilor in sistemele alimentare. Monitorizarea concentratiei
componentilor in amestecul de calconi galbeni si a formelor de cartamind a fost necesard pentru
elaborarea si setarea argumentata a parametrilor proceselor tehnologice de extractie a colorantilor
calconici din petale pentru concentrarea extractelor.

Produsele alimentare sunt consumabile in intervale largi de pH, avand valori de la 3,5 pana
la 8,0. Cunoasterea valorilor practice ale coeficientilor molari de extinctie (absorbantelor molare)
in functie de pH este o problema de interes practic, fiind de folos la determinarea conditiilor optime
de utilizare a colorantilor chinocalconici in alimente. Coeficientul molar de extinctie, €, mol
I' L - em, caracterizeaza obiectiv puterea de absorbtie a luminii pentru solutia standard de
colorant si se calculeaza utilizand ecuatia 3.1:

_ A(pH;)

(pH;) el

3.1)

in care: A(pH;) — absorbantele experimentale ale solutiilor la pH; respectiv;
Cwu — concentratia molara a colorantilor galbeni recalculata la precartamina,

[ — grosimea stratului de solutie (1 cm).

Valorile experimentale au fost supuse analizei matematice, elaborand functiile € = f (pH)
in aproximatia polinomiald, alegand polinomul respectiv dupa urmatoarele criterii: criteriul 1 —
polinomul obtinut trebuie si fie de gradul minim; criteriul 2 — credibilitatea aproximatiei, R?, si
fie mai mare decét 0,97...0,98. A fost stabilit cd aceste doud criterii satisfac ecuatiile de ordinul
trei (figura 3.10). Functiile obtinute sunt fard intreruperi si se caracterizeaza cu o abatere mica a
punctelor experimentale fatd de modelul calculat. Respectiv, polinomul de gradul 3 reprezinta un

model care descrie adecvat dependenta functionala ¢ = f (pH).

18000 - 1 4000 4
y=19.219x% - 331.57x2 + 1333.7x + 15828 3500 1

17500 1 R2=0.9974 T
T 17000 | § 3000
§ 16500 | = 2500 |
<. 16000 - E 2000 |
€ 15500 - = y = -15.748x3 + 2.8418x2 + 958.5x + 807.77
g “ 1500 | R =0.9803
23 15000 -
w 14500 . . . . . . . 1000 ' ' ' ‘ ' '

200 3.00 400 500 600 7.0 8.00 9.00 100 200 300 400 500 6.00 7.00
pH pH
A B

Figura 3.10. Extinctiile molare ale calconilor in solutiile apoase in functie de pH:

A — amestecul chinocalconilor galbeni, ACCG recalculat dupd precartamind; B — cartamind.
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Abaterile Ag; = €;oxp — Eireor. au fost calculate pentru n perechi de wvalori
experimentale, €; exp, $1 teOTetiCe, &;reor. Acestea au permis aprecierea erorilor medii ale

determinarii coeficientilor molari de extinctie folosind ecuatia 3.2:
Te — 2
As = XAc? /\In (3.2)

Ecuatiile finale permit calcularea extinctiilor molare ale colorantilor calconici pentru sirul

valorilor pH, ce corespunde umui sortiment larg de alimente si bututi:

excca = 19,219 (pH)? — 331,57 (pH)? + 1333,7 (pH) + 15828 (3.3.1)
R2=0,9974 ;pH € (2;9) ; At = 1,9 - 102

gcn=— 15,75 (pH)® + 2,842 (pH)? + 958,5 (pH) + 807.8 (332)
R2=10,9805; pH € (1;7) ; As = 1,6 - 10?

Valorile maximale ale coeficientilor molari de extinctie, calculate conform ecuatiilor 3.3.1

si 3.3.2, sunt, respectiv, egale:

e =25 (ACCG)=(173,0+1,9) - 102 L - mol - ¢ (3.4.1)
pH 4,5 5 /.
=43 (Crt) = (37,0 £ 1,6) - 102 L - mol- (3.4.2)

Cunoasterea valorilor ¢ poate servi drept referintd pentru estimarea concentratiei optime a
colorantului necesar pentru corectia culorii alimentelor (183).

Culorile generate de stratul de 1 cm al solutiilor colorate (adica a celor care absorb razele
electromagnetice din domeniul vizibil) variazd de la usor colorata pana la destul de colorata, ce
corespunde densitatilor optice cuprinse in intervalul de la 0,2 pana la 1,0 unitati.

Perceptia intensitatii culorii devine mai putin adecvata daca densitatile optice depasesc 1,0,

iar in intervalul A € (10' —10%) solutiile sunt supracolorate, tinzind spre culoarea ,,neagra”.

Solutiile ACCG cu concentratii de circa 5...10% au culoare bruna inchisa. Culoarea solutieit ACCG
devine galbena aprinsa, placuta la diluarea de sute de ori, respectiv, la 0,05...0,10%.

Spre deosebire de amestecul de chinocalconi galbeni ACCG, complexul cartamina-
celuloza, CCC, fiind plasat in mediul alimentar lichid sau solid, formeaza o suspensie a particulelor
de celuloza, imbibate cu lichid, in faza carora sunt fixate forme de cartamina. De aceea se poate
considera cu aproximatie cd expresia matematicd liniarizatd a legii Boogher—Lambert—Beer,
A=¢-C-l permite si estimarea ordinului concentratiei colorantului rosu aflat in forma de

microsuspensie din particulele polimerice Imbibate.
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Tabelul 3.2. Estimarea concentratiilor molare ale calconilor in sistemele-model

Colorant Extinctie, &, M, gmol”’ CY , mol-L”! Cly , mol-L!
chinocalconic L-mol'-cm™ A=0,2 A=1,0
ACCG (173,0+1,9) - 10? 957 1,2:107 5,8:107
Cartamind (37,0 £ 1,6) - 10? 911 5,4107 27-107
CCC(~25%Crt) (37,0 = 1,6) - 107 3644 5.4-10° 27-10°

Noti: Cj — concentratia molara estimativa a compusului colorant necesar pentru colorarea usoari;
Cl; — concentratia molara necesard pentru colorarea intensa.

Valorile estimative prezentate in tabelul 3.2 trebuie verificate experimental pentru fiecare
produs alimentar 1n functie de puterea doritd de colorare si parametrii tehnologiei de fabricatie a
produsului respectiv.

Fara abateri esentiale, densitatile sistemului-model si ale alimentului modelat (care poate
fi atat lichid, cat si solid) sunt egale cu densitatea apei, 1,0 g-cm™, de aceea 1 L de solutie-model
se echivaleaza cu 1 kg de aliment in stare solida.

Ultima admitere permite estimarea cantitatii optime de colorant administrate in produsul
alimentar, DCpa, g - kg™ (gram colorant per kilogram produs) necesare pentru colorarea unui

kilogram sau a unui litru de produs alimentar:

DCpp =Cyy - M (3.5)
3.2.2. Stabilitatea chinocalconilor ,in situ” si ,in vitro” in functie de pH

Studierea stabilitatii compusilor biologic activi in solutiile-model la diferit pH, in mediul
slab acid si neutru, este necesara pentru explicarea si prezicerea comportamentului si stabilitatii
lor in sistemele alimentare pentru crearea conditiilor si alegerea proceselor, care ar favoriza
prolongarea functionalitatii acestor compusi.

Dupa cum a fost mentionat (p. 3.2.1), intr-un interval de pH larg, 2,0...9,0, se manifesta o
influentd destul de slaba a valorii pH asupra culorii chinochalconilor galbeni. Pozitia maximului
de absorbtie in spectru rdimane constantd in intervalul de pH de la 2,0 pana la 5,0 (figura 3.7). La
alcalinizarea treptatd a mediului cu un agent bazic, cand valorile pH variaza in intervalul 6,0...9,5,
in spectrele electronice se observa o deplasare hipsocromicad slaba, exprimatd prin scaderea
lungimii de undd a maximumului de absorbtie de la 405 nanometri pana la 394 nanometri.

In mediul puternic alcalin, la pH mai mare de 9,5, structura cromoforului este influentata
mai tare, aceasta avand drept rezultat cresterea extinctiei globale la 400...500 nm, observata in
figura 3.8, insotitd de deplasarea batocromica a maximului (figura 3.11), ceea ce corespunde cu

intensificarea culorii solutiei si deplasarea ei spre nuanta portocalie.
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Figura 3.11. Deplasirile maximului de absorbtie in
amestecul de chinocalconi galbeni, ACCG, in functie de pH. ApH =+ 0,03.

Spectrele solutiilor si extractelor de cartamina diferd semnificativ in functie de valoarea
pH, la care acestea au fost inregistrate (figura 3.8). Maximul de absorbtie a cartaminei corespunde
cu 520 nm pentru valorile pH cuprinse in intervalul de 2...5. Daca valorile pH cresc peste 6,0,
spectrele UV-Vis aratd o deplasare hipsocromica puternica, AL = - 30...40 nm (spre unde cu
lungimi mai scurte). De fapt, dispare banda de absorbtie responsabild de culoarea rosie (268).

Schimbarile in spectrele solutiilor de chinocalconi pot fi cauzate de rearanjarea legaturilor
de hidrogen inter- si intramoleculare, care devin tot mai slabe la alcalinizarea mediului. Aceasta
ipoteza coreleaza cu datele obtinute foarte recent prin analiza fina a spectrelor solutiilor alcaline
(269). Conform calculelor teoretice, la cresterea bazicitatii mediului, ponderea legaturilor de
hidrogen scade, respectiv, creste ponderea clusterilor mai mici si a moleculelor monomere de apa,
ce corespunde scaderii concentratiei legaturilor de hidrogen apa-apa in sistem, ceea ce in mod
direct influenteaza structura compusilor aquasolvatati din solutie.

Molecula de cartamina (figura 3.12, A) este supozabila modificarilor considerabile ale
cromoforului echivalente cu formarea, sau invers, disparitia unor grupe functionale cu proprietati
auxocrome. Aceste schimbari duc la scindarea definitivd a cromoforului cu 17 legéturi duble
conjugate. Cresterea absorbtiei la A =390 nm in medii alcaline este cauzatd de grupele
para-cumaroil (270), care fac parte din structura cartaminei. Grupele para-cumaroil sunt situate in
pozitiile 6 si 6' in cazul numerotarii clasice a formelor de cartamina. Fiind, la randul lor, fenoli,
grupele p-cumaroil sunt dispuse transformarilor tip fenol-chinona la pH > 10 (figura 3.12, B) si,
evident, pot suferi degradari oxidative ale formelor chinonice in solutiile apoase (212), (213).

Astfel, cresterea bazicitatii peste pH = 6...7 este Insotitd nu doar de pierderea temporara a

culorii rosii, dar si genereaza degradarea ireversibild a cartaminei.
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Figura 3.12. Labilitatea structurala a cartaminei (cu structura plata la pH = 2,0...6,0):
A: transformdrile ceto-enolice la pH = 6,0...8,0; B: transformdrile fenol-chinond la pH = 8,0...11,0.

Restructurdrile cromoforilor si grupelor auxocrome au ca urmare nu doar modificérile
vizibile si ireversibile de culoare, dar, de asemenea, prezintd dovada palpabild a reactivitdtii
functionale nalte, a instabilitatii caracteristice a colorantilor naturali cu proprietati functionale.

In figura 3.13 este reprezentat detaliat doar fragmentul central al moleculei de cartamina.
Este cunoscut ca cartamina suporta aditia apei la legatura dubld intre atomii de carbon din pozitiile
2’ s1 16, formand hidrocartamind (184), (271). Din punct de vedere al mecanismelor reactiilor
organice, procesul de hidratare prezintd aditie anti-Markovnikov (272). Conform acestui
mecanism, hidrogenul se aditioneaza la atomul de carbon din pozitia 2°, care este mai putin
hidrogenizat decét carbonul din pozitia centrald 16. Cauza desfasurarii aditiei anti-Markovnikov

constd in efectul mezomer negativ al gruparilor — CO — din pozitiile 1 si 3° a cartaminei (213).

OH

Figura 3.13. Hidratarea cartaminei rosii (M = 910 g'-mol, 17 legiituri duble conjugate)
cu formarea hidrocartaminei galbene (M = 928 g'mol’, 8 legituri duble conjugate, 2 grupe).

73



. ! ” . . A
Transformarea gruparii nesaturate , — HC'® = C* <” a cartaminei in gruparea

,—HCY(OH) — C* H <” a hidrocartaminei cauzeazi intreruperea conjugirii in sistemul
molecular cromatic, alcatuit din 17 legaturi duble (273), (274), responsabil pentru picul la 520 nm.

In rezultat, molecula de hidrocartamina prezinta doui sisteme conjugate, care au céte opt
perechi de electroni fiecare. Structura grupelor cromofore ale hidrocartaminei practic este identica
cu structura acestora in molecula de precartamina, avand maximumul de absorbtie la 410 nm.
Culoarea galbena a solutiilor de cartamina in medii slab bazice marturiseste ca cartamina in solutie,
de fapt, se afla in forma hidratata, cromoforul ei fiind rupt in doua.

Pe cromatogramele obtinute la extractia cartaminei din complexul cartamina-celuloza se
observa doua picuri distincte cu spectre UV-Vis/PDA similare, avand maximum de absorbtie la

519...521 nm (figura 3.14).
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Figura 3.14. HPLC si spectrele UV-VIS/PDA a doi chinocalconi izomeri:

izocartamind (tg = 3,65 ; Amax= 521 nm), cartamind (tg = 5,75 ; Amax= 519 nm).

Informatia referitor la structura colorantilor rosii este insuficientd si contradictorie. Pentru
cartamind existd descifriri recente ale spectrelor H'-RMN si C'3-RMN, care sunt foarte credibile
(271). Pe langa aceasta, se confirma structura moleculei de cartamind, care seamana cu carcasa de
pui, dar si faptul cd deprotonarea cartaminei (numitd uneori ,,acic cartamic”) are loc in pozitiile 3
sau 3’ , ce reprezintd o dovadad a existentei echilibrului ceto-enolic in cartamind. Totodata, in
lucrarea recenta (275) despre compozitia pigmentilor din sofranel de diferite genotipuri
izocartamina nu se mentioneaza. Totusi, este demonstratda ferm prezenta a doua picuri cu spectre

PDA foarte similare, care, dupd valoarea Amax. = 519...521 nm, apartin colorantilor rosii (268).
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3.2.3. Modelarea i analiza cineticii de descompunere a cartaminei

Hidratarea moleculei de cartamind duce la scaderea rigiditatii moleculei prin aparitia
posibilititii de rotire in jurul legiturilor €16 — €% i €€ —C%. Asadar, impreuni cu
transformarile ceto-enolice si fenol-chinonice, hidratarea ramane un factor important, care mareste
viteza procesului de degradare a formelor izomerice de cartamina.

Estimarea valorilor constantelor de viteza a procesului de descompunere a ambelor forme
de cartamind n solutii caracterizeaza Tn mod cantitativ stabilitatea acestor chalconi in sistemele-
model si In alimente. Totodatd, este aproape imposibild determinarea experimentald directa a
ordinului de reactie prin metoda cromatografica; un astfel de experiment necesita un numar foarte
mare de injectari in conditii strict reproductibile, care nu pot fi realizate In timp restrans.

Pornind de la faptul ca majoritatea reactiilor de hidroliza si de descompunere sunt de
ordinul intai sau pseudointai (257), s-a presupus ca cartamina si izocartamina se transforma incet
prin intermediul hidrocartaminei. Hidrocartamina galbena reprezinta un intermediar intre cei doi
calconi izomeri rosii. Dar acest compus, la randul siu, se transforma in produse de degradare. in
conditii de exces al apei in mediul de reactie, cinetica globala a procesului de transformare chimica
a cartaminei este determinati de stadia lenti a procesului, si anume, de procesul de hidratare. in
cazul excesului de apa, cinetica formalad corespunde cu probabilitatea si mai mare a reactiei de

ordinul intai, care se supune ecuatiei cinetice clasice (276):

1, C 1, C
Kir = -In—— = -In=2, (3.6)
’ T Co—X; T Ci

in care: Co — concentratia in momentul ,,zero” (la inceputul reactiei) sau un indiciu fizic
proportional concentratiei — densitatea optica, aria picului etc.;
Xr — cantitatea reactantului care a reactionat la momentul t;
C: — concentratia in momentul T (concentratia momentand) sau un indiciu fizic care

este proportional cu concentratia speciei reactante in momentul 7.

Deoarece ambele concentratii, initiala (Co) si curenta (C:), sunt proportionale cu ariile
picurilor respective, A, atunci ecuatia (3.6) capata forma (3.7):

Ay

K —11n
LT = i

(3.7)

Pentru minimizarea impactului influentei factorilor necunoscuti, descompunerea formelor

rosii de cartamind nu poate fi studiata in situ, adica nemijlocit in extractul cu compozitie complexa.
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Este mai rationald si mai informativa realizarea experimentului in vitro, adica, studierea
sistemelor-model in care cartamina se afld in starea pura si se modeleaza compozitia solventului.
Cartamina pura a fost obtinutd prin extractie din complexul cartamina-celuloza cu solutie
de carbonat de sodiu 1%, si adusad la pH =4,5, apoi imediat filtratd prin microfiltru, obtinand
Solutia (I), care a fost injectatd indatd dupa filtrare. Aria picului cartaminei la A = 520 nm a fost
notatd prin A (I) = 2,545-10%. O parte din Solutia (I) s-a mentinut la +5°C, obtinand Solutia (II) cu
A(II) = 2,370-105, iar o parte la +20°C, rezultand Solutia (III) cu A(III) = 0,489-10°. Peste 20 ore
de la obtinerea Solutiei (I), Solutiile (II) si (III) au fost injectate si cromatografiate (figura 3.15).
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Figura 3.15. Descompunerea cartaminei in solutii-model: A — picul cartaminei in solutie
proaspat preparata (1) si peste 24 ore la 20°C (111); B — spectre PDA (ibidem) (41).

Constantele de viteza de descompunere a Crt la pH = 4,5, calculate folosind ecuatia (3.7),
au alcatuit la (5 + 1)°C si la (20 = 1)°C respectiv:
K278k = (0,0036 £+ 0,0002)h~* K203k = (0,0835 £ 0,0036)h~.

Valorile constantelor Ki27g s1 Ki293 permit calcularea Ea a procesului de descompunere,

folosind ecuatia clasica Arrenius pentru aproximatie Ea # f(T): E5, = % In % (276) (277).
2711 Tq

Aceasta din urma a constituit 142 + 9 kJ. Astfel, valoarea energiei de activare a procesului
de descompunere a cartaminei in faza apoasd depiseste cu mult 50 kJ-mol!, corespunzand
proceselor omogene sau mecanismului procesului in care fenomenele la interfatd nu au un rol

semnificativ. Proceselor de difuzie le corespund valori mici ale energiei de activare.
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Tinand cont de valoarea mare a Ea, se trage concluzia cd procesul de descompunere a
cartaminei are loc exclusiv in faza lichida, cand cartamina formeaza o solutie reala si nu implica

fenomenele in interiorul fazei solide si la interfata.
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Figura 3.16. Descompunerea cartaminei in solutii apoase: A — exponenta constantei de vitezd de
descompunere (ki); B — variatia t12 in functie de temperaturd. & < 4,2%.

Cunoasterea valorii energiei de activare experimentald a procesului de descompunere
permite pronosticarea, adici modelarea® valorilor constantelor de vitezd in diapazonul larg de
temperaturi (figura 3.16, 4). Constanta vitezei de descompunere, de fapt, reprezinta viteza reactiei
de degradare in conditii standard, prin urmare, caracterizeaza exhaustiv stabilitatea compusului
biologic activ si poate fi utilizata pentru diferite modelari si calcule la elaborarea tehnologiilor de
fabricare a produselor alimentare.

Transformarea ecuatiei 3.6 in ecuatia 3.8 permite calcularea timpului de injumatatire:
T1/2 = (In 2)/K; = 0,69315/K; (3.8)

Timpul de injumatatire al cartaminei dizolvate in apa scade dramatic la temperaturile mai
mari de 20...25°C (figura 3.16, B). La 20°C, timpul de injumatatire este egal cu doar 8 ore.
Respectiv, la aceasta temperatura in solutia apoasd de cartamina peste 24 de ore rdman doar circa
12% din cantitatea initiald. Cartamina este conventional stabild doar la temperaturi mai mici de
10°C. Prin urmare, cartamina in stare dizolvatd nu este utild pentru colorarea bauturilor si altor
sisteme alimentare cu un continut ridicat de apa, indeosebi luand in consideratie cd majoritatea

acestor produse se pastreaza la temperaturile camerei.

2 Capacitatea de pronosticare este proprietatea definitorie a modelelor matematice veritabile.
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3.2.4. Influenta radiatiilor ultraviolete asupra stabilitatii calconilor

Unul dintre factori care determind mentinerea in vigoare a proprietatilor fiziologice ale
compusului biologic activ in compozitia produsului alimentar este rezistenta acestui compus la
actiunea luminii. Stabilitatea compusului, aflat in stare solida, la actiunea razelor de lumina, poate

servi un indiciu suplimentar (dar nu si suficient) al stabilitatii lui in compozitiile alimentare.

Tabelul 3.3. Influenta radiatiilor ultraviolete asupra componentilor ACCG

Cod Calcon AMmax), nm tr, min mg-g’ (Pert) A, %
HSYA 403 18,3+0,1 336 11 -
Neidentificatd 409 18,8 £0,1 56,3+ 1,7 -
ACCG
Pcrt 411 20,0 +0,2 309,5+9,3 -
AHSYB 411 22,0+0,2 2484+ 17,5 -
HSYA 403 18,2+0,1 347+ 11 +3,4
Neidentificatd 409 18,8 +0,1 52,0+ 1,6 -7,7
ACCG/UV
Pcrt 409 20,0+0,2 292,7+ 8,8 -55
AHSYB 410 22,0+£0,2 258,1+7,8 +3,9

Nota: ACCG —amestec chinocalconi galbeni; ACCG/UV —amestec chinocalconi galbeni iradiat cu raze
UV; mg-g" (Pert) — continutul calconului respectiv in ACCG/UV exprimat in precartamina;

A — schimbarea continutului chinocalconului in rezultatul iradierii cu UV.

Datele prezentate in tabelul 3.3 demonstreazd cd colorantul galben ACCG in stare de
pulbere, fiind supus iradierii cu ultraviolet, nu suferd schimbari esentiale in compozitia
chinocalconica. Concentratiile chinocalconilor dupa expunerea probelor ACCG la ultraviolet
raman apropiate de cele ale mostrei care nu a fost iradiata.

Prin urmare, s-a confirmat ca profilul calconilor galbeni practic nu se schimba dupa
iradierea cu UV. Rezultatele obtinute demonstreazd cd colorantul ACCG este stabil fata de
actiunea UV si poate fi expus la lumina solard fara sa sufere degradari semnificative ale
compozitiei.

Probele pulberilor complexului  cartamind-celulozd, neiradiate si  radiate,
0,100 £ 0,001 grame, au fost prelucrate cu solutie 1...4% carbonat de sodiu. Extractele bazice
obtinute au fost decantate si filtrate prin filtrul PTFL 0,22 microni. Neutralizarea extractului bazic
al cartaminei nu este strict necesarad in cazul in care injectarea ei are loc imediat dupa prepararea

probei, deoarece volumul injectat, 10 microlitri, se neutralizeaza cu debitul (,,flow”) al eluantului

(0,1% CH3COOH), egal cu 500 pL-min.
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Daca extractele de cartamind nu pot fi injectate imediat dupa filtrare, este strict necesar ca
acestea sd fie imediat neutralizate si racite pentru a exclude descompunerea hidrocartaminei si

sarurilor acidului cartamic — formelor bazice instabile.

Tabelul 3.4. Influenta radiatiilor ultraviolete asupra componentilor

complexului cartamini—celuloza—cartamina (Crt) si izo-cartamina (iCrt)

Cod Calcon AMmax), nm tr, min Crt/CCC, mg-g"! % izomer
iCrt 513 6,13 +£0,05 2,7+0,2
CCC 120+ 5
Crt 519 8,84 + 0,05 97,3+0,2
iCrt 522 6,13 +£0,05 52+0,2
CCc/uv 104 +4
Crt 520 8,84 + 0,05 94,8 £0,2

in care: CCC — complexul cartamind-celuloza neiradiat; CCC/UV — iradiat cu UV; iCrt — izocartamina.

Din datele tabelului 3.4 observam sensibilitatea mai mare a cartaminei fata de iradierea cu
UV fata de componentii ACCG. In primul rand, se observa sciaderea simtitoare a concentratiei de
cartamini: de la ~ 120 mg-g! pani la ~ 104 mg-g™!. Totodati, se modifica raportul izomerilor Crt
s1 1Crt. Astfel, ponderea izocartaminei In CCC-UV creste pana la 5,20% in comparatie cu CCC
neiradiat, Tn care ponderea iCrt=2,66%. Ambele efecte observate confirma cd distrugerea
cartaminei include etapa de izomerizare, care, la randul ei, este posibild doar cu formarea
hidrocartaminei, in care atomul C'¢ al scheletului chinocalconic se afli in stare de hibridizare sp°.

Analiza comparativa a tuturor mostrelor, neiradiate si iradiate, evidentiaza o influentd mai
pronuntatd a radiatiei ultraviolete asupra complexului cartamina—celuloza decat asupra
amestecului de chinocalconi galbeni. Valorile prezentate in tabelul 3.4 aratd o scadere
semnificativa a concentratiei totale de chinocalconi rosii, concomitent cu modificarea raportului
dintre izomerii Crt si iCrt. Cresterea ponderii izocartaminei la iradiere indica o partiala izomerizare
fotoindusa asociatd cu ruperea temporara a conjugdrii duble si cu formarea intermediard a
hidrocartaminei. Aceste transformdri confirmd ca radiatia UV induce procese de conversie
structurald, dar fard degradari masive ale chinocalconilor rosii in matricea celulozica, ceea ce

confirma efectul de prolongare a functionalitatii colorantului in structura complexului.

3.3. Influenta unor factori specifici asupra prolongarii functionalitatii lipidelor

Caracterul instabil al uleiurilor vegetale fatd de degradarile oxidative se datoreaza
cantitatilor considerabile de acizi grasi polinesaturati din compozitia acestora. Profunzimea
transformarilor chimice ale componentelor active din sistemele lipidice depind de prezenta si

activitatea microorganismelor naturale si patogene in materia prima oleaginoasd, compozitia
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chimicd a uleiului, umiditatea, intensitatea parametrilor procesarii tehnologice, suprafata de
contact dintre fazele produsului, caracteristicile ambalajului (66), (63), (278). Prevenirea
degradarii lipidelor, reducerea vitezelor reactiilor de oxidare si, ca rezultat, cresterea duratei de
valabilitate, constituie o sarcind de prim-ordin atit pentru industria uleiurilor vegetale, cat si pentru

elaborarea produselor alimentare functionale cu activitate prolongata (279), (280).
3.3.1. Prevenirea oxidarii lipidelor in sistemele cu antioxidanti

Autooxidarea uleiurilor duce la formarea peroxizilor, aparitia mirosului si gustului neplacut
specific lipidelor rancezite. Au fost analizate spectrele UV-Vis ale uleiurilor de nuca (UN)
(figura 3.17). Doua dintre uleiurile de nuca, codificate ca UN-PL-1 si UN-PL-2, reprezinta produse
comerciale, declarate de producatorii locali (PL) ca fiind obtinute prin presare la rece. O proba de

ulei de nuca, UN-UTM, a fost obtinuta prin presare la rece la presa hidraulica la 20 MPa.
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200 220 240 260 280 300 320
Lungimea de unda, A, nm

UN-PL2  eeeeens UN-UTM == = UFS-PL-3

UN-PL-1

Figura 3.17. Spectre UV ale uleiurilor vegetale:

Raport ulei : hexan — 1 : 80. Celula — cuart, 1 cm. Referinta — hexan.

Spectrele UV-Vis ale uleiurilor de nuca si de floarea-soarelui de la producatori locali contin
benzi de absorbtie similare la 270 si 280 nm, ce poate indica prezenta unor fenoli liposolubili.
Proba de ulei UN-UTM, care indubitabil a fost obtinuta prin presare la rece, nu contine aceste
benzi. Cu mare probabilitate, toate cele trei probe de uleiuri de la producétorii locali (PL), inclusiv
proba de ulei de floarea-soarelui, UFS-PL-3, au fost obtinute folosind o tehnologie similara.
Reiesind din faptul cd in Moldova uleiul de floarea-soarelui se preseazd dupa prajirea materiei
prime si nici intr-un caz la rece, tragem o concluzie non-reconfortanta: producatorii locali
proceseaza uleiurile de nucd cu abateri de la tehnologia de presare la rece. Continutul ridicat de

compusi fenolici in probele UN-PL se datoreaza prelucrarii termice a materiei prime.
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Spectrele IR ale uleiurilor de nuca comerciale de asemenea au demonstrat unele abateri:
cresterea ponderii oscilatiilor de deformare a grupelor — CH3 la 1380 cm™! si a oscilatiilor de
deformare a grupelor — OH la 1410 cm™ (267). Aceste semnale au fost aduse ca argumente, care
dau dovada de prelucrarea termica a materiei prime la presarea uleiurilor comerciale (281).
Totodata, datele IR necesita a fi precizate prin utilizarea tehnicilor IR mai performante.

Asadar, tehnicile spectroscopice UV-Vis si IR, fiind aplicate uleiurilor atat separat, cat si
in ansamblu, nu sunt suficiente pentru constatarea sigura a falsificarii uleiurilor vegetale (mai bine-
zis, a materiilor prime din care se preseaza acestea), dar pot servi ca indicatorii respectarii sau a
fraudarii tehnologiei de producere.

Din punct de vedere al sigurantei produselor alimentare, este cel putin regretabila si chiar
absurdd folosirea abundentd a antioxidantilor sintetici pentru marirea duratei proprietatilor
functionale — i.e., prolongarea functionalitatii compusilor biologic activi naturali incorporati in
acest produs. Pentru a nu comite supradozarea antioxidantilor, se recurge la diferite masuri de
reducere a cantitatii sumare de antioxidanti utilizati pentru ameliorarea activitatii biologice a
diferitelor componente ale alimentelor. Una dintre aceste abordari este exploatarea fenomenului
de interactiune sinergicd a diferitilor antioxidanti (282), (63).

Esenta abordarii nominalizate constd in utilizarea in scopuri practice a efectului de
superraditie datoritd caruia compozitia de antioxidanti manifestd activitate antioxidantd mai
exprimatd decat suma activitatilor componentelor compozitiei, daca ar fi in stare individuala.

A fost analizata influenta compozitiilor din antioxidanti: DL-a-tocoferol (DLTP),

palmitatul de ascorbil (AAP), galatul de octil (OG) (Tabelul 3.6) asupra uleiului de nuca.

Tabelul 3.5. Planificarea EFC 23 pentru compozitiile de antioxidanti in uleiul de nuci

Factor de intrare Cod Xmin(-) X(0) Xmax(t) AX
n-octil galat mgkg! OG X, 25+1 50 75+3 50
DL-o-tocoferol mg'kg! DLTP X, 65+3 130 195+38 130
L-acid ascorbic 6-palmitat mgkg' AAP X3 402 70 100 £4 70

Analiza compozitiilor acestor antioxidanti prin aplicarea procedurilor de modelare Box-
Hunter a demonstrat ca galatul de octil si esterul palmitic al acidului ascorbic contribuie la scaderea

indicelui de peroxid, PN, si a indicelui de para-anisidind, PAIL al uleiului cu AGPNS (282):
PN 4zi1e = 3,06X0 — 0,54X; — 0,24X2 - 0,39X3+ 0,27X12+ 0,12X13 + 0,08X23 + 0,19X 23
PAI;5,i1e = 2,039X0—0,059X; +0,197X,—0,030X5 + 0,001X12—0,093X13—0,069X23 +0,019X 23

ABpnaay =+ 0,019 5 ABpaizs) ==+ 0,007
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Ecuatiile obtinute demonstreaza, prin valorile coeficientilor B, cd antioxidantii nominalizati
manifestd atdt activitate independentd, cat si comund. Totodatd, antioxidantul raspandit,
controversat si criticat pentru ,lipsa de actiune”, DL-a-Tocopherol (283) (284), contribuie la
cresterea indicelui de p-anisidind atat prin influenta directd, céat si prin interactiunea cu alti

antioxidanti din compozitiile studiate.

HO HO o
HO
o 3 0-CgHyy
HO  OH HyCs HO

DL-a-Tocoferol L-Ascorbil-6-Palmitat Octil Galat
| Influenta relativa a antioxidantului asupra indicelui de peroxid >

ZBprre =+ 0,7 ZBaar =—0,9 Yo =—4,7
| ..... si a indicelui de para-anisidind >
>Bprre =+ 0,15 YBasr=~—0,17 YBoc=-10,15

Figura 3.18. Activitatea antioxidantilor in unitatile coeficientilor regresionali

Din figura 3.18 se observa ca sirul DLTP — AAP — OG se caracterizeaza si prin evidentierea
fragmentelor polare si apolare ale moleculelor respective urmatd de cresterea tensioactivitatii.
Aceastd observatie coreleazd cu rezultatele obtinute de alti cercetatori, dupa care activitatea

antioxidantului coreleaza in mod direct cu tensioactivitatea lui (285).

3.3.2. Prolongarea functionalititii acizilor grasi polinesaturati

prin incorporarea lor in compozitiile lipidice

Crearea compozitiilor lipidice cu texturd asemdnatoare cu cea a untului si cu un continut
echilibrat al AGPNS poate servi drept baza pentru elaborarea tehnologiilor de obtinere a
compozitiilor alimentare lipidice tartinabile (65). Compozitiile lipidice, bogate in AGPNS, trebuie
sd fie asemanatoare dupa proprietdti cu untul obisnuit, adicd sa treacd in stare lichidd in urma
actului de consum, ideal la temperaturi de circa 33..36°C, ce corespunde conditiilor de
temperatura caracteristice cavitatii bucale (66). Componentele unui ulei natural au puncte de topire
diferite si pot fi separate prin cristalizarea si eliminarea fractiunilor cu punct de topire mai ridicat.
Etapele fractiondrii includ racirea uleiului pand la formarea nucleelor de cristalizare la
suprasaturare urmata de formarea cristalelor in interiorul fazei lichide, separarea fazelor lichida si

solida (286). Totodata, temperaturile de topire ale grasimilor sunt nedefinite datorita fenomenului
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de polimorfism structural. Exploatarea polimorfismului grasimilor deschide posibilitatea pentru
formarea compozitiilor lipidice cu texturd potrivita si cu stabilitate ridicatd la pastrarea la rece,
care au temperaturile de topire de cca 30...36°C, in care va avea loc solidificarea grasimilor lichide
cu un continut inalt de AGPNS, de exemplu, al uleiului de nuca (287).

In scopul determindrii influentei
acidului gras saturat (a fost utilizat acid
stearic) si a acidului mononesaturat (i.e.,
oleic) asupra temperaturii de topire a
compozitiilor cu ulei de nuca (bogat in

AGPNS) au fost utilizate compozitii cu

ulei de nuca, acid stearic si acid oleic si

elaborata diagrama Rosenboom de topire

a acestor compozitii (figura 3.19).

Din figura 3.19 se observda ca

compozitiile uleiului de nuca cu 10...20%

ulei de nuca

acid stearic si 10...30% acid oleic au
Figura 3.19. Diagrama de topire a sistemului

temperatura de topire necesara. UN-Acid stearic-Acid oleic

Datele obtinute pot fi utilizate la
elaborarea compozitiei spread-urilor si altor produse tartinabile cu un continut de grasimi
polinesaturati. O astfel de abordare este noud pentru compozitiile lipidice si produsele alimentare,
deoarece in urma co-cristalizariit AGS cu AGPNS rezultd o compozitie alimentard in care
componentele formeaza o faza lipidica solidda comuna, mai stabila (datoritd starii solide si
ordonate) fata de degradarea oxidativa decdt AGPNS 1n stare individuala.

Formarea structurilor cristaline polimorfe ale trigliceridelor se datoreaza controlului
riguros al temperaturii si vitezei de racire a compozitiilor lipidice. Dependenta efectului procesului
de viteza de racire (si nu numai doar de faptul de racire) denotd in mod direct ca reorientarea
moleculelor in spatiu este un proces cinetic si statistic pentru care valoarea factorului entropic va
avea un rol important. Atomii de carbon, care participa la formarea doar a unei legaturi duble, se
afld in stare de hibridizare sp’, care exclude posibilitatea de rotatie liberd a substituentilor.

De aceea, lanturile alifatice care contin legaturi duble separate sunt mai rigide in
comparatie cu lanturile alifatice saturate, constituite in exclusivitate din atomi de carbon in stare
de hibridizare sp®. In aceste stiri nu este impiedicati rotirea liberd a substituentilor in jurul
legaturilor tip o. Prin urmare, flexibilitatea lanturilor alifatice cu acelasi numar de atomi de carbon

va scadea odata cu cresterea numarului de legaturi duble (figura 3.20).
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Cis:0 (stearat) > Cjs:1 (oleat) > Cis.z (linoleat) > Cjs.3 (linoleniat)

>

Ry wo

Figura 3.20. Conformatia dezordonata a lipidei complexe (lichide la 20...25°C)
cu AGNS si AGPNS: gliceril 1-(cis*'>"*-linoleniat)-2-(cis’-oleat)-3-(cis”"*-linoleat).

Figura 3.20 sugereaza ideea ca 1n cazul trigliceridelor naturale de origine vegetala cu rest-
acizi nesaturati se creeazd o situatie aparent paradoxald in care ordinea, i.e., entropia joasd a
structurii moleculare a rest-acidului, provoaca dezordine (entropie inaltd) la nivel de faza lipidica.
Inflexiunea lantului de hidrocarbura, cauzatd de prezenta legaturilor duble cu izomeria
predominantd cis-, impiedicd posibilitatea realizarii conformatiilor, ordonate liniar, necesare
pentru cristalizarea usoara a moleculelor de grasime. Respectiv, ordinea suplimentara impusa de
prezenta legaturilor duble reprezinta un obstacol pentru trecerea grasimilor vegetale nesaturate in
stare solida (cristalind), adica, in starea mai ordonata si mai stabila.

Prin urmare, compusii biologic activi din clasa gliceridelor acizilor grasi polinesaturati
creeaza piedici suplimentare pentru formarea structurilor cristaline lipidice ordonate. Acest lucru
conduce la asteptari rezervate privind obtinerea produselor functionale cu un continut foarte Tnalt
al acizilor grasi polinesaturati. Este practic imposibila crearea sistemului termodinamic si cinetic
stabil, similar cu produsele clasice din laptele de animale (structural si dupa indicii fizico-chimici),
folosind in exclusivitate doar componenta lipidica din grasimile vegetale cu un continut ridicat de
AGNS. Este termodinamic imposibil a fabrica un produs identic cu untul de vaca, dar grasimile
caruia sunt in exclusivitate uleiuri bogate in AGNS: ulei din miez de nuca, din seminte de struguri,
in, quinoa, chia etc. Sistemele alimentare lipidice reale (smantand, maionez, unt, spread etc.), pe
langa faza lipidica contin faza apoasd. De aceea, prezintd interes studierea efectelor de stabilizare
si destabilizare, care se manifesta in aceste sisteme di- si polifazice. Reiesind din datele preventive
privind rolul stabilizator al extractului frunzelor de ceai verde in ulei (EFCVU), au fost formulate
sisteme EFCVU-UN-Apa, care au fost formulate pentru a elabora diagramele triunghiulare
Gibbs-Roseboom. Aceastd procedurd a permis determinarea tipurilor de emulsii si a conditiilor

topologice in care aceste emulsii au stabilitate structurald si cinetica diferita.
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S-a stabilit ca in sistemele nominalizate se formeaza trei tipuri de emulsii (figura 3.21, 4):
Domeniul I — emulsia directa U/A;

Domeniul II — emulsia tripla U/A/U — cel mai instabil tip de emulsii din punct de vedere
structural si termodinamic (288), (289);

Domeniul III — emulsia inversa A/U.

Emulsia de ultimul tip este cea mai apropiatd dupa structurd de unt si spread, adica

raporturile componentelor, ce corespund Domeniului III al diagramei (figura 3.21, A), reprezinta

un mare interes pentru elaborarea produselor respective. Totodata, a fost stabilitd o corelatie Intre

compozitia fazica si stabilitatea cinetica a sistemelor respective, evidentiindu-se zonele IV, V, VI

si VII (figura 3.21, B):

RN NERN

Domeniul IV — emulsii foarte putin stabile ( 12 < 1 min.);
Domeniul V — putin stabile ( 112 =2...4 min.);

Domeniul VI - relativ stabile ( t12 =4...7 min.);
Domeniul VII — emulsii destul de stabile ( t12 > 7 min.).

Diagramele de stare a sistemului EFCVU-UN-Apd demonstreaza ca compozitiile stabile

lipidice cu un continut de ulei de nuca se formeaza, dacd continutul global al apei este cuprins in

intervalul de la 0 pana la 30%; continutul uleiului de nuca variaza de la 0 pana la 50%, iar cantitatea

extractului de frunze de ceai verde in ulei, EFCVU, variaza de la 30 la 100%.

v
50 ] T0 50 S0

EXTRACT

A B

Figura 3.21. Diagramele de stare ale sistemului ternar EFCVU — UN — APA:
A — starea fazicd; B — stabilitatea cinetica.

Astfel, se poate conclude ca anume extractul frunzelor de ceai verde in ulei de floarea-

soarelui favorizeaza cresterea stabilitatii emulsiilor tip U/A, cel putin in cazul discutat, cand faza

apolara (U) este bogatd in lipide din uleiul din miez de nuca.
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E de mentionat cd compozitia chimicd a ceaiului verde include derivatii catechinei,
epicatechinei si ai acidului gallic in diferite combinatii (290) — compusi polifenolici, care au
solubilitate moderatd in faza apoasd si proprietatea de a se concentra la interfata Ulei/Apa si a
manifesta activitate interfaciald. Acest exemplu demonstreaza cd compusii biologic activi, care
poseda un ,,.bonus” de activitate functionald in forma tensioactivitatii proprii, contribuie in mod
divers si, probabil, sinergic, la stabilizarea structurald a emulsiilor alimentare.

Insuficienta globala a grasimilor animaliere, ,halalitatea” si ,.coseritatea” grasimilor
vegetale au conditionat dezvoltarea trendului pentru elaborarea compozitiilor alimentare de tipul
spread-urilor. Cuvantul englez ,,spread” in contextul produselor alimentare inseamna ,,a se unge”,
astfel caracterizand un produs care acoperi usor suprafata pdinii, chiflei, lavasului etc. In
terminologia nationald, spread-urile, prin definitia lor, fac parte din grupa de ,,grasimi
tartinabile” (291). Industria produce diferite spread-uri cu termene mari de pastrare, insa
consumatorii sunt rezervati in privinta acestor produse ,.chimice”, ,artificiale” sau chiar
»sintetice”. Parerile negative si deseori gresite ale consumatorilor se bazeaza pe informatiile, care
se referd la alte produse tartinabile, si anume, la margarine. Asemdnarea structurala, dar si dupa
pretul de vanzare a margarinelor si spread-urilor, functia lor comuna de a fi inlocuitori mai ieftini
ai untului ,,adevarat” — acesti factori impun consumatorul mai putin informat sa egaleze aceste
doud tipuri de produse, care in realitate sunt diferite din punct de vedere al compozitiei si
functionalitatii.

In pofida similitudinii aparente, principiile fizico-chimice, care stau la baza stabilitatii
structurale a acestor doua tipuri de produse tartinabile, se deosebesc esential. Margarinele contin
mai multe grasimi artificiale obtinute prin transformarea chimicd a AGNS in AGS. Aceastd
transformare este Insotita de un proces nedorit de izomerizare partiala a moleculelor AGNS din
configuratia cis- In trans- . Moleculele cu configuratia rans- sunt mult mai ordonate in comparatie
cu cis- (figurile 3.20, 3.22). De aceea, lipidele trans- se cristalizeaza la temperaturi mai mici.
Grasimilor frans- 1i se atribuie responsabilitatea pentru nivelul ridicat de colesterol ,,rau” LDL,
obezitate greu reversibilda, predisponibilitate la diabetul zaharat de tipul Il si, in consecinta,

acutizarea problemelor cardiovasculare (292).

Figura 3.22. Conformatia ordonata a unui frans-AGPNS:

9,12 9,12,15

1-trans’-oleil-2-trans’"*-linolil-3-trans -linolenilglicerol.
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Deosebirea principald, care prezintd si avantajul principal al spread-urilor fatd de
margarine, consta in potentialul spread-urilor de a fi analogi structurali si functionali ai untului,
dar nu pe contul lipidelor trans-hidrogenate. Totodatd, stabilitatea agregativa si structurala a
compozitiei lipidice de tip spread este asigurata de fenomenele fizico-chimice la interfatd si in

interiorul fazelor ,,U” si ,,A”, care permit imitarea mecanismelor naturale de stabilizare.
3.3.3. Modelul combinatoric al stabilitatii structurale a emulsiei A/U tartinabile

Spread-ul comercial reprezintd o compozitie multicomponentd polifazicd cu
polidispersitate moderata. Polidispersitatea este un factor destabilizator, care provoaca
~imbadtranirea” fazelor dispersate solide descrisd matematic prin legile lui Thomson (293). Pe
langa polidispersitatea este posibild prezenta a doud faze lipidice: cristaline, cu dimensiunile
cristalelor de cca 0,01...2,00 microni, si amorfe. Un astfel de sistem este putin stabil chiar in
conditii izotermice, cu att mai mult, daca au loc fluctuatii de temperatura. In al doilea rand, fazele
dispersate, secundare dupa volum, apoasa, W, si gazoasd, G, formeaza, respectiv, bule si picaturi
cu dimensiuni de cca 20...30 microni (294), (295). Prezenta fazelor disperse W si G, influenteaza
proprietatile reologice, fizico-chimice si senzoriale ale spread-ului — temperatura de topire,
termostabilitatea, plasticitatea, afectdnd stabilitatea si proprietdtile functionale ale compusilor
biologic activi din spread (296). Componentele de provenientd naturald si artificiala cauzeaza
compozitia si textura spread-urilor care pot fi mai complicate decat a untului natural.

Existd diferite modele care incearcd sa explice structura fazica a spread-urilor, cum ar fi:

v spread-ul reprezintd o faza solidd formata din aglomeratii de cristale mici de lipide;
v picaturile de ulei lichid (CBA) si de apa sunt dispersate uniform intre cristalele de lipide;
v uleiul lichid este incorporat si stabilizat in interiorul retelei formate din cristale solide,

fiind distribuit omogen si neintrerupt, continuu, in fazele solide (295).

Ultimul model reprezinta o structura de tip ,,3D in 3D”. In natura, structurile mai mult sau
mai putin similare se obtin in cadrul proceselor complexe de fotosinteza, care sunt catalizate
enzimatic si care au loc in celulele plantelor superioare cu vitezd relativ mica (272), (231).
Tehnologiile actuale de obtinere a spread-urilor includ etapa de emulsionare, adicd, dispersarea
energica si rapida (cu viteza mare) a celor doua faze: lipidica, apolara si apoasa, polara.

Obtinerea spread-ului cu un continut de ulei de nuca a fost efectuatd conform
procedeului (64), in prezenta colorantilor Albastru de Metilen, solubil in faza apolara si Sudan III,
solubil in faza lipidica, in prezenta surfactantului lecitinei. Microfotografierea a demonstrat ca
fazele lipidica apolara (,,ulei”, U), apoasa polara (,,apa”, W) si de aer (,,gaz”, G), contacteaza intre

ele 1n toate combinatiile posibile (280).
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In acest context, prezinti interes estimarea rolului tuturor fazelor emulsiei si, in special, al
aportului separat al acestor faze asupra stabilititii AGPNS din spread. Pentru clarificarea
modelului fazic si caracterizarea stabilitatii CBA in compozitia spread-ului U/A/G, au fost utilizate
unele baze ale modelor combinatorice (297).

A fost postulat ca toate fazele care alcatuiesc spread-ul sunt formate din corpuri geometrice
identice dupa forma si volum. Pentru corectitudinea modelului in spatiul bidimensional 2D, poate
fi aleasd forma patratului, rombului, triunghiului echilateral. Totusi, tindnd cont si de principiul
energiei minime, reprezentarea hexagonala este cea mai corectd in spatiul 2D (figura 3.23). In

spatiul real, 3D, celulele modelului vor reprezenta dodecaedre.

A
G U U
U A G U
U A u A
V)

Figura 3.23. Modelul combinatoric hexagonal al emulsiei trifazice U/A/G, 7v : 2v : 1v

Prezintd interes calcularea teoreticd a suprafetelor interfazice, respectiv, a ponderilor
agentului activ de suprafata necesar pentru stabilizarea acestor suprafete.

Vom nota prin @u , @4 si D¢ fractiile de volum ale uleiului, apei si a aerului in spread:
Oy +Ppr+DPg=1 (3.9

La calcularea fractiilor de volum trebuie tinut cont ca continutul de lipide se reglementeaza
prin fractia de masi, Qu, %, iar densitatea uleiului este de circd 0,925 g-cm™. Densitatea aerului
practic este egala cu 0, respectiv, volumul aerului inglobat nu modificad masa spread-ului, dar

micsoreaza proportional fractiile de volum ale uleiului si apei:

D6 = Da, % / 100% (3.10)
Dy = {1 - dc) - {Qu/0,925} / {Qu /0,925 + 100 — Qu} (3.11)
Da= {1 —Dg) - {100 - Qu} / {Qu /0,925 + 100 — Qu} (3.12)

Pentru un numar infinit de hexagoane, probabilitatile contactarii laturilor hexagoanelor din

fazele identice, X, si diferite, X si Y, vor fi egale, respectiv:
Sx/x= ®x - Ox (3.13) Sxiy=®x - Dy (3.14)

Diferenta considerabilad dintre aceste doua cazuri consta in faptul cd compusii tensioactivi

se vor concentra la hotarul fazelor diferite. Atunci fractia de masd a AAS la hotarul dintre faze:

Q(AAS)x/y = Sx/v / (Sua + Suic + Sasc) (3.15)
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Tabelul 3.6. Valorile relative ale interfetelor in sistemele U/ A/ G

obtinute in baza modelului combinatoric hexagonal

Q) :2(A) : D(G) Q(AAS)uia Q(AAS)uc Q(AAS)ac AAS inutil
Spred-uri cu compozitia reald
T2m:28m:1v 0,951 0,036 0,013 5%
72m:28m:3v 0,863 0,101 0,036 14%
2m:18m:1v 0,933 0,056 0,011 7%
82m:18m:3v 0,819 0,150 0,031 18%
Modelul combinatoric hexagonal prezentat in figura 3.23
76,4m:23,6m: 10v 0,609 0,304 0,087 39%
(7v:2v:lv) 15 (0,652) 8(0,348) 1 (0,043)

Nota: date calculate de autor in baza ecuatiilor (3.9)...(3.17). Ultimul rand contine numarul fizic de
interfete U/A, U/G si A/G si ponderea lor (in paranteze).

sistemele U/A/G creste considerabil si aria de contact U/G pentru acelasi grad de aerare: sistemul
cu un continut mai mare de faza lipidica se va oxida mai repede decat unul cu un continut mai mic
de lipide la aceeasi aerare. Alta observatie importantd consta in faptul ca aerarea cu 3% de volum
duce la utilizarea a circa 14...18% din AAS, pentru un proces absolut inutil de ,stabilizare” a
bulelor de aer. Asadar, prolongarea functionalitatii AGPNS in compozitiile de tip spread poate fi
asiguratd de doi factori de baza: omogenitatea structurald a fazei lipidice s1 micsorarea fractiei
volumetrice de aer inglobat in sistem. Modelul hexagonal totodatd permite estimarea marimii
~pragului de percolare”, In cazul de fati, ,,pragul de percolare” reprezinti concentratia fazei
lipidice, ®upr), pentru care aceastd faza este continud, formand un cluster lipidic neintrerupt.
Pentru probabilitatea 0,999 a evenimentului, cd nici unul dintre hexagoanele lipidice nu va ramane

singur (inconjurat de apd si gaz), obtinem:
0,001 = (1 - ¢U(pp))6 (316)

Rezolvarea ecuatiei (3.16) duce la valoarea ®uepp) = 0,684 sau 68,4%. In spread-ul cu 72%
lipide (cu atat mai mult, in cel cu 82% lipide) pragul de percolare estimat este depasit, adica, cu o
probabilitate de peste 99,9%, faza lipidica a spread-ului fiind continuad. Modelul elaborat
demonstreaza ca formarea structurilor cu doud faze continue si reciproc intrepatrunse, in conditiile
repartizarii aleatorii a trei faze diferite, este imposibild: nu pot exista doud faze, continutul fiecareia
depasind 68. Structurile cu doud faze intrepdtrunse nu pot fi aleatorii, respectiv sunt doar
ordonate, structurate si raméan in exclusivitate un privilegiu important al organismelor vii -

entitatilor cu entropia interna joasa.
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3.4. Tehnologia de obtinere a spread-ului cu acizi grasi polinesaturati

Incerciri de a obtine produse lactate cu un continut ridicat de AGPNS au fost intreprinse
de mai multe ori, uneori folosind metode foarte originale. In particular, a fost efectuat studiul de
suplimentare a dietei vacilor cu ulei de soia si ulei de peste (298). Consecintele surprinzatoare ale
acestei diete sunt scaderea productiei de lapte si cresterea neinsemnata a continutului acizilor 3,
care nu asigura beneficiile functionale ale laptelui si ale alimentelor obtinute din acest lapte.

Spread-ul (,,to spread” — a se unge) reprezintd un produs, care poate fi clasificat printre
»produsele tartinabile sub forma de emulsie solida si maleabila in principal de tipul A/U, provenite
din grasimi solide si/sau lichide vegetale si/sau din grasimi animale destinate consumului uman cu
un continut de grasime din lapte intre 10 si 80%” (299). Spread-ul in baza de ulei de nuca prezinta
interes datoritd cantitatii ridicate a grasimilor polinesaturate 3 si ws. Utilizdnd metoda
brevetata (64), au fost preparate mostrele spread-ului cu un continut de AGPNS cuprins

in diapazonul de la 20% pana la 50% grasime din continutul total de grasimi in spread.

ULEI DE
Gmantana duch (\TUCA (@s, mﬁ)) (Lapte degresaD
J

J
@-mulsie U/A cu continut echilibrat de AGS / AGNS in faza lipidicf)

4
Baterea, separarea, procesarea secundari
J
( Emulsie A/ U (72...82% lipide) )
J

Maturarea

J

Spread 72 ori 82% lipide
cu (3, O

Figura 3.24. Schema tehnologica de producere a spread-ului

functional cu lipide o3 si w
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Schema tehnologica (figura 3.24) descrie procedeul in care etapa esentiala de prolongare a
functionalitatii AGPNS corespunde procesului de emulsionare. Procedeul de obtinere a spread-
ului imbogétit in AGPNS se bazeaza pe formarea si inversarea controlatd a emulsiei, urmata de
structurarea fazei lipidice. Smantana dulce (30...35% grasime), laptele degresat si uleiul de nuca
sunt aduse la temperaturi 40...55°C, dupa pasteurizarea prealabila (85...95°C, 15...30 s) si racirea
acestora la temperatura de emulsifiere. Uleiul de nuca este introdus la 35...45°C. Emulsifierea se
realizeazi la 45...60°C la 1500...3000 rot-min’!, urmati de omogenizare in doud trepte (la
10...20 MPa si la 2...5 MPa), obtinandu-se o emulsie U/A. Prin racire la 8...14°C si batere
mecanici (30...60 rot-min!, 10...20 min) are loc coalescenta si separarea pahtei, conducand la
concentratia lipidelor pana la 72...82% si la inversarea emulsiei in A/U. Structurarea finald a
produsului se realizeaza 1n echipamente cu racire intensa si forfecare controlata de tip schimbator
de cilduri cu suprafati raclati, la 8...10 °C si 200...600 rot-min’!, unde se induce cristalizarea
fractiei solide a grasimilor. Maturarea la 4...8°C, 12...24 ore asigura tartinabilitatea, stabilitatea
structurala si rezistenta la separare. Rezultatul este un spread cu 72...82% lipide, structura stabila
de tip A/U, profil lipidic echilibrat AGS/AGPNS si aport functional de acizi grasi o3 si ws, care,
in mod firesc, variaza liniar in functie de cantitatea AGPNS introduse (tabelul 3.7). Totodata,
dependenta coeficientului de termostabilitate nu este liniard, incadrandu-se in valorile cu
calificativul ,,bun” (0,86...1,00) si ,,satisfacator” (0,70...0,85) prevazute pentru unt (300).

Tabelul 3.7. Compozitia si termostabilitatea spread-ului cu ulei de nuca (66)

Ulei de nuci AGS AGMNS  AGPNS Raportul o6 : ®3 T
20 55 28 17 14,3:1,7 0,93 +£0,01
30 51 25 23 20,3:24 0,88 +0,01
40 47 23 30 26,4:3,2 0,88 £0,01
50 43 20 36 32,5:39 0,71 £ 0,02

Din tabelul 3.7 rezulta compozitia optima a spread-ului, avand continut Tnalt de AGPNS
(40% de ulei de nuca) si termostabilitatea inalta. Totodata, raportul AGS : AGPNS in acest caz
este de circa 9 : 3, adica, putin mai mare de valoarea 7 : 3, considerata idealad (301). La mostra cu
30% ulei de nuca, raportul AGS : AGPNS este mai mic de 6 : 3. Spread-ul cu un continut optimal
de AGPNS va contine 30...40% de ulei de nuca si respectiv 60...70% grasimi lactice.

Studiile efectuate de O. Radu (66) demonstreaza ca riscul cel mai mare pentru stabilitatea
spread-ului prezinta nu AGPNS 1n sine, dar faza apoasa care constituie 18...28% (m). Aceasta
concluzie experimentala coreleazd cu datele obtinute in modelul combinatoric privind rolul
destabilizator al apei, chiar dacd faza apoasd este secundara dupd importantd. Se confirma si

posibilitatea prolongarii activitatii AGPNS prin incorporarea lor in spread-uri.
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Concluzii la capitolul 3

1. Reducerea activitatii apei reprezinta un factor crucial pentru marirea stabilitdtii compusilor
biologic activi fenolici si a lipidelor in sistemele apoase, precum si in sistemele care contin solventi
organici. Efectele stabilizatoare ale alcoolilor de asemenea se datoreaza in mare masurd impactului
lor asupra atenudrii activitatii apei. Colorantii rosii de tipul antocienilor, betalainelor si
chinocalconilor reprezintd coloranti vulnerabili in conditiile mediului apos al sistemelor
alimentare. Degradarea antocienilor duce la formarea compusilor de culoare galbend din clasa
calconilor. Din punct de vedere termodinamic, in comparatie cu antocienii In stare activa,
monocalconii reprezintd produsul de degradare a acestora, adica se afld in stare energetica mai
stabila decat antocienii — argument in favoarea utilizarii calconilor.

2. S-a demonstrat cd stabilitatea calconilor rosii, cartaminei este foarte mica in comparatie cu
calconii galbeni, ceea ce se exprima prin valorile reduse ale timpului de injumatatire: la 20°C, 112
= 8,3 ore, iar la 25°C 112 = 3,1 ore. Totusi, din punct de vedere al exercitarii functiei de coloranti
alimentari rosii in alimente, calconul cartamind are un avantaj mare fata de antocieni, pastrand
culoarea rosie in intervalul de pH 1...6, comparativ cu pH 2...4, caracteristic formei sarii de flaviliu
(rosii) a majoritatatii antocienilor. Pentru valorificarea acestui avantaj important sunt necesare
masuri, care ar asigura cresterea stabilitatii cinetice (in timp) a cartaminei.

3. In sistemele polifazice (emulsiiile U/A si A/U), care contin lipide cu proprietati bilogic
active (esterii acizilor grasi polinesaturati), apa exercitd un rol destabilizator, deoarece nu formeaza
o bariera suficient de impermeabilad pentru moleculele de oxigen, mai mult decat atat, contribuie
la oxidarea accelerata a lipidelor. Aceasta ipoteza coreleaza cu modelul combinatoric elaborat
pentru sistemul trifazic Ulei / Apd / Aer. Prolongarea functionalitdtii AGPNS poate avea loc doar
prin formarea sistemelor structurate in care AGPNS 3 si ws nu sunt introduse sub forma unei faze
aparte, dar formeazd o faza integrd, in care lanturile acizilor si esterilor 3 si we sunt co-
structurizate cu lanturile AGS si AGMNS.

4. A fost elaboratd o schema tehnologica de producere a spread-ului (produsului tartinabil) cu
un continut echilibrat al AGPNS de origine vegetala. Incorporarea in compozitia spread-urilor a
acizilor grasi polinesaturati de origine vegetald ws si we, Insotitd de crearea identitatii structurale
Ulei / Apa / Aer, caracteristice untului de vaca, este o cale posibild de valorificare a surselor
vegetale ale acizilor grasi polinesaturati, de prolongare a functionalitatii acestora in compozitiile

lipidice si de obtinere a produsului tartinabil cu valoare functionala inalta.
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Capitolul 4. PROLONGAREA FUNCTIONALITATII COMPUSILOR BIOLOGIC
ACTIVI IN SISTEMELE SI COMPOZITIILE CU POLIMERI FUNCTIONALI

4.1. Caracteristica chimica si tehnologica a unor biopolimeri

Biopolimerii exercitd o gamd largd de efecte structurale asupra sistemelor alimentare
datorita vascozitatii crescute a solutiilor, capacitatii mari de retinere a apei si, ca urmare, scaderii
activitatii apei in aceste sisteme. In aceast capitol se examineaza cateva aspecte ale stabilizarii

colorantilor (antocienilor, betalainelor, chalconilor) cu unele polizaharide (figura 4.1).

OH OH
4 O
Ke) Q HO 0
HO 0 -
OH NH
o:<
L Jn
o-L-guluronat, G p-D-maluronat, M acid glucuronic N-acetilglucozamind
A. Alginat-polianion (-G-M-G-G-M-M-M-G-G-M-M-) B. Acid Hialuronic
\ OH ))}}_7 —O._ T “OOH -
L < AN N A
T // -0 . OH, —0 ST
[L_OH \ OH e . HO \/_ s
" . S0 on o
HO~ o—

OH
HO
R R
HO
n/2
D. Inulina — polifructan (polimer de fructoza, F) E. Alcool polivinilic (sindiotactic) —
cu un rest terminal de glucozai (G) ; G-F-(F)n-F produsul hidrolizei PVA

Figura 4.1. Structura unor biopolimeri-carbohidrati cu capacitate inalta de retinere a apei din
diferite surse vegetale: A — alginat; B — acid hialuronic; C — arabinoxwlan; D — inulina; E — APV.

Acidul hialuronic, HHur, contine grupe laterale de acetilamina, -NH-CO-CH3, care il face
inrudit cu proteinele. Compozitiile acidului hialuronic cu proteina sunt foarte stabile (226), din

care cauza separarea acidului hialuronic pur din complecsii cu proteind traverseazd mai multe etape
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(232). Natura conventional ,,proteicd” a acidului hialuronic 1i oferd functionalitate importantd in
organismele animale (302).

Spre deosebire de alte polizaharide, acidul hialuronic 1si pastreaza capacitatea de a ramane
hidratat chiar in conditii de umiditate joasa (303). Aceasta proprietate prezintd interes pentru
crearea compozitiilor In care mentinerea umiditatii este critic necesard pentru pastrarea structurii,
aspectului si culorii sistemului..

Inulina, In, este compusa din macromoleculele de oligo- sau polifructani. Este bine solubila
in apd, rezistenta la temperaturile de pana la 90°C (304). Proprietatile prebiotice si reologice ale
inulinei se utilizeaza 1n designul unor produse functionale (305).

Alcoolul polivinilic, APV, reprezinta un agent de ingrosare si de glazurare artificiala non-

toxic, admis pentru utilizare in compozitiile alimentare, codificat prin E-1203 (306).
4.1.1. Tehnologia de separare si stabilizare a alginatilor in stare nativa

Producerea globala actuala a alginatilor se estimeaza la 30 mii de tone metrice pe an (307).
Algele se proceseaza direct in locul de recoltare. Metodele industriale de extractie a alginatilor duc
la scaderea de 2...5 ori a masei moleculare (308). De aceea, a devenit necesara elaborarea
procedeului de separare a alginatilor in stare nativa, avand masa molard maxima (309).

Esenta tehnologiei constd in extractia talului cu solutie diluatda NaOH si separarea
alginatului in forma de fibre in exces de alcool etilic. Extractia are loc la 40...60°C, la un pH de
11...12, hidromodulul constituie 1:2...1:3. Partea insolubila a talului se separd prin centrifugare.
Pentru extractie sunt suficiente 2 cicluri (al treilea ciclu nu contribuie la cresterea randamentului).
Extractul obtinut de alginat de sodiu, NaAlg, sau de potasiu, KAlg, se transforma in produs finit
prin doua metode. Metoda expres (figura 4.2, A) presupune tratarea extractului cu exces triplu de
alcool etilic. Varianta mai indelungata presupune obtinerea acidului alginic HAIg ca intermediar.
Avantajul acestei variante consta In usurinta si plenitudinea separdrii HAlg la tratarea extractului
diluat de alginat cu HCI. Masa gumoasd de acid alginic se spald cu apa acidulatd, amestec de apa-
etanol si etanol. Acidul alginic se dizolva la rece in cantitatea calculatd de NaOH, forménd solutie
concentratd de NaAlg. Sarea se separa din aceastd solutie cu un exces triplu de alcool etilic.
Avantajul metodei ,,B” constd in utilizarea alcoolului in cantitati de 2...3 ori mai mici $i obtinerea
fibrelor. Agitarea lentd a amestecului format din extractul bazic de alginat si din reagent de
sedimentare contribuie la structurarea biopolimerului in fibre si la prolongarea functionalitatii
produsului. Masa moleculara viscozimetrica a alginatului, obtinut conform (309), este mai mare
decat valorile indicate in literatura (241). Gradul experimental de extractie a alginatilor din probele

comerciale ale talului uscat de Saccharina japonica atinge 25g-(100g)™! .
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Talom uscat de Solutie NaOH
Saccharina japonica

Extractie la 40...60°C, pH 11...12, hidromodul 1 : 2

! | 2 cicluri

Separarea extractului prin centrifugare
EtOH 96% ) ( Cxiractalginatde 3 (g ), me
sodiu, NaAlg (4,
m m
Alginat de sodin fibre, Acid alginic fibre,
NaAlg ) HAlg 5

Dizolvare in NaOH ) ; tratare cu EtOH 96%

Figura 4.2. Schema tehnologica de obtinere a fibrelor de alginat de sodiu si acid alginic:
A — pe cale scurti cu obtinerea alginatului de sodiu brut direct din extract;

B — prin separarea acidului alginic, dizolvarea lui si sedimentarea NaAlg.

Pentru o purificare si mai profunda a alginatilor NaAlg sau KAlg este posibila utilizarea
schimbului ionic clasic, folosind sistemul de filtrare-sorbtie-eluare (figura 2.3) Incarcatd cu

sulfocationiti tip ,,Amberlite IRC-120” in forma R-[SOs;Na], sau R-[SO3K]., respectiv.
4.1.2. Tehnologia de separare si stabilizare a arabinoxilanului si AGPNS din seminte de in

Semintele de in, Linum usitatissimum L., reprezintd un concentrat natural de compusi
biologic activi, deoarece contin ulei bogat in AGPNS si in arabinoxilan. Problema tehnica consta
in separarea acestor componente cu polaritate contrara din acelasi lot de seminte de in.

Macromolecula de arabinoxilan reprezinta un lant polimeric din a-D-xilopiranoza, care
este grefat cu resturi de a-D-arabinofuranoza (310). Prezenta grupelor -COOH 1in structura
arabinoxilanului, indicatd in unele surse (311), ar cauza sensibilitatea solutiilor de arabinoxilan la

pH, ceea ce nu a gasit confirmare in rezultatele experimentale. Procedeul de obtinere a
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arabinoxilanului In forma de fibre a fost brevetat (193) (192). Conform acestuia, semintele de in
sunt strivite. Strivirea, spre deosebire de macinarea find, limiteaza distrugerea mecanica a
structurilor mucilagiilor si reduce formarea emulsiilor stabile ulei/apa. Prin aceasta abordare se
mentine separabilitatea fazelor si se diminueaza contactul dintre uleiul bogat in AGPNS si mediul
apos, ceea ce contribuie la cresterea stabilitdtii compusilor biologic activi. Procesul are loc la
agitarea lentd (30...60 rot-min™), asigurand transferul de masi intre matricea vegetald si faza
hidroalcoolica fara formarea unei emulsii stabile U/A. Prin presarea la =20 MPa se produce
expulzarea simultana a fazei lipidice si a extractului hidrocoloidal, reducand continutul rezidual
de lichid in turtd pana la aproximativ 40...50%. Extractul hidrocoloidal se trateaza cu etanol,

rezultand un amestec de polizaharide: arabinoxilan, arabinogalactan si ramnogalacturonan (222).

( Seminte uscate Linum Usitatissimum )

4
: 2 4

Extractie; t = 50...60°C, hidromodul 1 : 3...7

L 4
Presare la presa hidraulicd, 20MPa 4 cicluri
L 4 4
( Extract bifazic ) : Afidnarea turtei

2

Separarea fuzelor lichide (ulei si gel de polizaharide)

: 2 : 2
( Ulei brut ) 632809 ( Gel ) (EtOH)
4 4 : 2 4
Precipifare; uscare;
maruntire

L 4 4

( Ulei sec stabilizat ) ( Polizaharide pulbere )

Figura 4.3. Schema tehnologicé de obtinere simultani a uleiului de in (bogat in AGPNS)

si polizaharidelor (arabinoxilan si arabinogalactan) din acelasi lot de seminte de Linum
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Extractia primard a semintelor strivite se efectueaza cu etanol 35...40%, incélzit la
50...60°C, la hidromodulul 1 : 7. La repetarea ciclului, hidromodulul se micsoreaza pana la 1 : 3.
Turta se afaneaza, ciclul ,,extractie-presare” se repeta de trei-patru ori. Amestecul bifazic se separa
in ulei brut si solutie concentratd de polizaharide. Uleiul brut reprezintd emulsie A/U, care se
trateazd cu Na>xSO4 anhidru pentru a obtine ulei deshidratat. Polizaharidele se obtin din solutie
concentrata prin tratarea cu volum triplu de etanol, precipitarea si uscarea.

Astfel, succesiunea operatiilor tehnologice — strivirea controlatd a semintelor, extractia
hidroalcoolica si separarea rapida a fazelor — permite limitarea contactului prelungit dintre faza
lipidica bogata In AGPNS si mediul apos, contribuind la mentinerea stabilitatii oxidative si la

prelungirea functionalitatii CBA a uleiului de in.

4.2.  Stabilizarea colorantilor naturali rosii — antocienilor si betaninei —

influenta unor biopolimeri functionali
4.2.1. Impactul biopolimerilor asupra prolongdrii activititii antocienilor si betaninei

Experimentul a fost realizat conform planului EFC? folosind aproximatia liniard (244).
Solutia de acid hialuronic a fost obtinuta, pastratd si deproteinizata (232). A fost utilizat preparatul
pur de clorura de cianidind (186). Preparatele de betanind au fost pregatite prin extractia in situ a
radacinilor de sfecla rosie (Beta Vulgaris) si purificate de colorantul galben betaxantina, folosind
cromatografia preparativd pe hartie (40). Pentru studierea efectelor de prolongare, pe care
biopolimerii leexercitd asupra antocienilor, au fost preparate probele de sisteme-model
,,CyCl/Hhur-APV-Inu” cu un continut constant de clorurd de cianidini, 10 mg-L™!. Matricea

completi a experimentului EFC 2° este prezentati in tabelul 4.1.

Tabelul 4.1. Experimentul EFC 23 in sistemele-model »CyCl/ HHur-APV-In”

Factorii codificati Coordonatele reale
Z% generatori de interactiune HHur (X)) APV(X>) In(X3)
Xi X2 X5 X Xz Xaz Xiz V(0,1%) /@ (%) | v(d%) /@ (%) | v(4%)/ o (%)

1 + + + 4+ + + + 10,0 /0,040 2,00/0,32 2,00/0,32
2+ 4+ - + - - - 10,0/ 0,040 2,00/0,32 0,50/0,08
3+ - 4+ - + - - 10,0/ 0,040 0,50/0,08 2,00/0,32
4 + - - - - + + 10,0/ 0,040 0,50/0,08 0,50/0,08
5 - + + - - + - 2,00/0,008 2,00/0,32 2,00/0,32
6 - + - - + - + 2,00/ 0,008 2,00/0,32 0,50/0,08
7 - -+ + - - + 2,00/ 0,008 0,50/0,08 2,00/0,32
8 - - - + + + - 2,00/ 0,008 0,50/0,08 0,50/ 0,08
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Spectrele electronice au fost inregistrate peste 24 si 72 de ore dupd formarea compozitiilor
de cianidina cu biopolimeri. Solutia de control ,,0” contine aceeasi cantitate de clorura de cianidina,
dar nici unul din compusii macromoleculari (HHur, APV, In). Schimbadrile culorii sistemelor-
model au devenit vizibile peste 24 de ore, dupd ce aceste sisteme au fost spectrofotometriate si
supuse analizei regresionale.

Deoarece experimentele pe linia N a matricei de planificare in cadrul acestui experiment
au fost realizate o singura datd, validitatea coeficientilor ecuatiilor de regresie a fost determinata

prin analiza comparativa a valorilor maximale din intreaga populatie.
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Figura 4.4. Spectrele CyCl (0) si compozitiilor CyCl / HHur-APV-In (1-8) la 72 ore

A fost calculata ecuatia de regresie pentru Acy,24 — valoarea absorbantei solutiilor la 530 nm

peste 24 ore de la initierea experimentului cu cianidina:
Acy,24,530 = 0.541Xp—0.029X; +0.001.X>-0.010X3—-0.007.X;,+0.005.X;3-0.006.X23 —0.006.X] 23
S-a evidentiat ca cel mai mare, dupa valoarea absoluta, este coeficientul de influentd b pe
langa X, iar valorile tuturor celorlalti coeficienti sunt mult mai mici, 0,001...0,010. Spectrele se
divizeaza in 2 grupuri: unul cu spectrele mai reduse fatd de proba martor, care cuprinde probele

5...8, si altul cu spectrele mai intense, format din probele 1...4. Acest efect se confirma si prin

ecuatia de regresie, care modeleaza densitatea optica in regiunea la 280 nm, la banda II: Acy,24,280:
Acy,24.280= 0.834X)+0.120X;-0.005X>—0.003.X3-0.021.X;2+0.000.X;5—0.011.X23—0.019.X}23

Aceasta ecuatie denota influenta dominanta a factorului X; — concentratieit HHur — asupra

spectrului UV-Vis in comparatie cu ceilalti factori. Cresterea densitatii optice in aceasta regiune
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corespunde aparitiei produsilor de policondensare ai antocianilor. Mentiondm ca factorii de
influenta directd, X si X3, sunt mai mici decat cei de interactiune (Xi2, X23, X123).

Dupa 2 zile de la formarea solutiilor cu betanina apar semne de degradare a antocianinei,
care in spectrele UV-Vis se exprima prin diminuarea absorbtiei cationului de flaviliu la 500...550
nm s§i cresterea absorbtiei produselor de transformare a antocienilor sub 300 nm.

Urmatoarea ecuatie de regresie reprezintd modelarea absorbantei (densitatii optice) Agy, 72,1,

corespunzatoare maximului de absorbtie al cationului de flaviliu la 72 ore:
Acy,72,530= 0.100Xp—0.020X; +0.002.X>—0.003.X3—-0.001.X;2+0.005.X73+0.001.X23 —0.004.X;23

Ecuatiile de regresie denotd univoc influenta negativd a acidului hialuronic asupra
stabilitdtii clorurii de cianidind (cu mare certitudine — si a tuturor antocienilor in general).
Concomitent, a fost demonstrat ca biopolimerii non-proteici — inulina si alcoolul polivinilic — atat

individual, cét si prin interactiunea cu alti factori, nu influenteaza stabilitatea cianidinei.
4.2.2. Influenta biopolimerilor asupra extractului in situ de betanina

Extractul in situ a betaninei a fost preparat prin extractia rumegusului de radacini de sfecla
rase cu amestec etanol : apa (2 : 1), cromatografierea preparativa frontala a extractului obtinut pe
hartie Whatman, extractia benzii cu betalaind de pe hartie cu amestecul etanol : apa (2: 1),
distilarea in vid a etanolului (maximum 50°C, rotor, P < 0,01MPa ), filtrarea concentratului apos
obtinut prin carbune activ, stabilizarea extractului de betanind prin adaugarea acizilor citric si
clorhidric pana la pH = 2,50.

In fiecare sistem-model, elaborat conform planului experimentului (tabelul 4.2), au fost
adaugate volume egale, 5 mL extract in situ de betanina. Spectrele UV-Vis au fost inregistrate

peste 48 ore de la momentul pregatirii sistemelor-model.

Tabelul 4.2. Experimentul EFC 23 in sistemele-model ,,Bt / HHur-APV-In”

Coordonate codificate Coordonate reale

Z? directe de interactiune HHur (X)) APV (Xy) Inulina (X3)
Xi X2 Xs Xio Xis Xn Xz v(0,1%)/0 (%) | v@%)/ 0 (%) | vE%)/ o (%) |
1 + + + + + + + 8,00/ 0,032 2,00 /0,320 3,00/ 0,48
2+ o+ -+ - - 8,00/ 0,032 2,00 /0,320 1,00/0,16
3 0+ -+ -+ - - 8,00 /0,032 0,60 / 0,096 3,00 /0,48
4 + - - - -+ 4 8,00 /0,032 0,60 / 0,096 1,00/ 0,16
5 - 4+ o+ - -+ 2,00 / 0,008 2,00/0,320 3,00 /0,48
6 - + - - o+ - ¥ 2,00 / 0,008 2,00 /0,320 1,00/ 0,16
7 - -+ o+ - - 2,00 / 0,008 0,60 / 0,096 3,00/ 0,48
8 - - - o+ o+ o+ 2,00 / 0,008 0,60 / 0,096 1,00/0,16
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Betalainele sunt pigmenti galbeni si rosii, care prezinta interes ca agenti naturali cu actiune
fiziologica demonstratd (312). Betanina este un colorant alimentar natural rosu, E 162, cu formula
brutd C24H27N2013, care se gaseste in cantitati mari in raddcinile de sfecla rosie (Beta vulgaris) si
in alte plante: patlagele vinete (Solanum melongena), unele soiuri de petunia. Extractul uscat de
ridicini de sfecld rosie contine circa 4,0 g:(100g)™! pigmenti betalaine (2,1 g-(100g)"! betalainele
rosii si 1,9 g-(100g)! betaxantine galbene) si 0,2...0,3 g-(100g)"! compusi fenolici (219) .

In unele surse bibliografice informatia ci betaninele apartin clasei de antocieni este
eronati (313). In realitate, betaninele (,,betalanine” in unele surse), dar si betaxantinele, pot fi
considerate ca fiind derivati ai tirozinei — unui aminoacid non-esential (219), (312). Diferenta
radicala in structura colorantilor rosii naturali — betaninei si antocienilor — prezinta interes deosebit
din punct de vedere al studierii lor comparative si competitive In scopul prolongarii functionalitatii

si utilizarii acestor coloranti in produsele alimentare si farmaceutice.

HO (0]
HO
/\/5Y [H] 9 /\/5'\3?0
+Z “CH,0, HO N7
o- OH
(0]

betanina (relativ stabila) betanidina (aglicon extrem de instabil)

Chitosanul, extras din deseurile de carapace de nevertebrate, se utilizeaza ca un adsorbant
adecvat si disponibil pentru adsorbtia si stabilizarea pigmentilor de betacianind si betaxantina.
Capacitatea optima de adsorbtie pentru pigmentii de betacianind si betaxantina ajunge la valori
inalte, 144,15 mg-g! si, respectiv, 114,50 mg-g™! (314), adica, la 11...14% dupa masa chitosanului.

Atrage atentia structura functionald similara a colorantilor din Beta vulgaris si a
chitosanului. Chitosanul reprezintd o polizaharida poliaminata, contindnd grupele functionale
laterale -NH> de-a lungul lantului polimeric. Datoritd grupei acidofile -NH2, care suporta usor
aditia protonului prin schema -NH, + H" <> -NH3", chitosanul reprezintd un polication, deci, are
proprietatile anionitului natural (schimbator de anioni) la valorile mici ale pH. Respectiv, sorbtia
betaninei (cromoforul carora este de asemenea un cation) poate avea loc doar la pH neutru sau
bazic, fara a avea loc schimbul ionic. Complexarea cu chitosan nu permite separarea eficienta a
betalainelor bazata pe proprietatile de cationit. Totusi, similitudinea partialda structurald a
colorantilor betalainici si a biopolimerilur cu gruparile amine (chitosan si acidul hialuronic)

presupune un oarecare efect de stabilizare a betalainelor in prezenta acestor polimeri.
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Densitatea opticd maxima a solutiilor de betanina se manifesta la lungimea de unda 535 nm
si este caracteristica betalainelor din diferite surse vegetale (312).

Spectrele sistemelor-model au fost inregistrate peste 48 de ore, iar in baza lor obtinuta

A4-81’1

ecuatia de regresie 1n care replica reprezinta absorbanta la 535 nm, As55,m:

A8 — 0.992X,+0.045X; +0.030X;—-0.005.X; +0.026 X2 +0.003.X13—0.002.X23 —0.002.X, 23

Aceastd ecuatie se deosebeste considerabil de ecuatiile precedente, care descriu influenta
biopolimerilor asupra stabilitatii cianidinei. Deosebirea importantd constd in influenta
stabilizatoare pozitiva a alcoolului polivinilic (factorul X,) asupra betaninei. In al doilea rand, aici
isi manifesta valoarea un factor de interactiune, si anume, X2 — factorul de influentd comuna a
tandemului ,,acid hialuronic—alcool polivinilic” asupra stabilitatii betaninei. Coeficientii pe langa
Xi, X2 si X12 sunt de acelasi ordin, mai superior decat toti ceilalti coeficienti, si sunt pozitivi, adica,
factorii respectivi (HHur, APV si HHur-APV) stabilizeaza betanina.

Peste 15 zile de la inceputul experimentului in probele cu concentratia minima a acidului
hialuronic, 0,008%, culoarea rosie caracteristica dispare complet, ceea ce face inutild analiza
spectrald ulterioara a acestor sisteme. Pentru verificarea efectului observat au fost pregatite doua
serii de solutii cu concentratii crescatoare ale acidului hialuronic cuprinse intre 0,004% si 0,032%,

AC(HHur) = 0,004%, in care au fost addugate clorura de cianidind si extract de betalaina.
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Figura 4.5. Influenta acidului hialuronic asupra stabilitatii cianidinei:
1— HHur 0,004%; 2 — HHur 0,008%; 3 — HHur 0,012%; 4 — HHur 0,016%.

Spectrele sistemelor-model au fost inregistrate peste 24 de ore. In figura 4.5 sunt

reprezentate fragmentele spectrelor solutiilor 1...4 din seria compozitiilor, care contine cianidina.
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Se observa ca odatd cu cresterea concentratiei acidului hialuronic, in mod aproape liniar scade
absorbanta la 530 nm, ce corespunde antocianului nedegradat.

In conditii identice, spectrele electronice ale solutiilor de betanini nu demonstreazi
deosebiri esentiale, mentinand stabilitatea culorii rosii timp de 2...3 saptdmani. La Incélzirea
solutiilor betanind-acid hialouronic timp de 5 minute probele cu C(HHur) = 0,004....0,024%
capata aspectul caracteristic produselor de degradare termica a betaninei. In conditii identice, in
probele cu w(HHur) = 0,028% si cu o(HHur) = 0,032%, betanina degradeaza mai putin, pierzand
din transparentd, dar pastrand culoarea rosie.

Astfel, s-a stabilit ca acidul hialuronic — biopolimerul de naturd glucoproteicd —
destabilizeaza colorantul fenolic cianidind in solutii apoase, fapt confirmat prin valorile
coeficientilor ecuatiilor de regresie si prin experiente de control. Totodata, prezenta acidului
hialuronic stabilizeaza cinetic si termic colorantul betanind, care, datorita prezentei in structura sa
a azotului organic, conventional poate fi de asemenea atribuit la compusii de naturd proteica.
Influenta stabilizatoare a acidului hialuronic asupra betaninei se observa la concentratiile HHur de
0,028% si mai mari. Pe langa influenta pozitiva a acidului hialuronic, stabilitatea betaninei este
pozitiv influentata de alcoolul polivinilic (APV) — un bioplimer cu polaritate duala si agent activ
de suprafata, cat si de factorul de influentd comuna a HHur si a APV. Compozitiile care contin
acid hialuronic, alcool polivinilic si betanind reprezinta sisteme de perspectiva pentru elaborarea
produselor noi datoritd efectelor demonstrate de stabilizare ale colorantului natural betanina de

catre acidul hialuronic.

4.3.  Structura si proprietatile complexului cartamina-celuloza

4.3.1. Studiul cromatografic si peculiaritatile structurale ale chinocalconilor rosii

Stabilitatea inaltd a cartaminei complexata cu biopolimeri este cunoscuta timp de cca 1500
ani, fara a fi fost cunoscut faptul complexarii cu biopolimeri. In cultura japoneza, extractele din
petale de sofrdnel au fost folosite pentru colorarea in rosu a tesdturilor de bumbac. Exista si
artefacte din matase (fibra proteica) coloratd cu cartamina datate din sec. XV (315).

Efectul stabilizator al celulozei asupra cartaminei este cunoscut in literatura ca ,,efectul
Saito” (208). Efectul Saito se observa direct pe cromatogramele pe hartie (celuloza), cartamina
manifestind R¢ ~ 0 n diverse compozitii ale fazelor mobile (tabelul 3.2).

Proprietatea cartaminei de a se fixa rigid pe polimeri reprezinta multe provocari pentru

realizarea metodelor cromatografice de cercetare a acestui colorant.
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Cromatografiile TLC si pe hartie reprezinta un grup de metode informative si rationale
pentru studierea colorantilor, iar cromatogramele sistemelor de coloranti nici nu necesita
developare. Valorile joase ale Rr pentru cartamind in faza stationara a celulozei, R¢r= 0,00...0,03,
denota ca cartamina se absoarbe foarte trainic de celuloza fibroasa si se deplaseaza cu viteza redusa
de-a lungul fazei stationare. Mobilitatea extrem de mica a cartaminei se observa la utilizarea
diferitor sisteme de eluanti. Totodata, spoturile de cartamind in forma sa rosie rdman vizibile pe
cromatogramele atdt umede, cat si uscate, dupd circa 3..4 saptdmani de preparare a
cromatogramelor. Aceste proprietati contrazic stabilitatea joasd a cartaminei demonstrata anterior
pentru solutiile apoase ale ei (316) (317).

In pofida polaritatii destul de mari exprimate prin prezenta grupelor -OH si a doua resturi
de dezoxiglucoza, cartamina nu este bine solubild in apa. Formarea solzilor rosii de cartamind in
apa slab acidulatd se observa in cateva minute sau ore, la concentratii ale cartaminei mai mari
de 10* mol'L! (> 0,01 %). La concentratiile de 10° mol-'L™" (0,001%, sau 0,1 g-L ") solutiile de
cartamini isi pastreazi stabilitatea agregativa, pierzand repede culoarea rosie. In solutii apoase cu
concentratii mici, continutul colorantului scade de peste opt ori in decurs de 24 de ore.

In mediul bazic slab format de solutiile 1...4% de Na,COs3 sau 0,2...0,5% NaOH, cartamina
se extrage din petalele rosii, formand o solutie de culoare portocalie.

Pe langa modificarea cromoforului de cartamind, mediul influenteaza si structura celulozei.
Astfel, in mediul bazic are loc scaderea considerabila a numarului de legaturi de hidrogen intre
macromoleculele de celuloza. Practic, structura tridimensionala ,,incordata” a fibrelor de celuloza
se transforma 1n una amorfa liniard, ,,relaxata” (318). Interactiunea dintre cartamina si celuloza in
diferidte medii a fost studiata prin utilizarea spectroscopiei IR in combinatie cu analiza culorii prin
metoda RGB si a activitdtii apei (41). Datele obtinute pentru complexul format de cartaminad si
celulozd microcristalind, CCC, pot fi folosite la interpretarea interactiunilor polizaharida—
cartamind, care au loc in materia prima.

Laneutralizarea si acidularea extractului bazic, solutia de cartamina revine la culoarea rosie
din care peste un timp scurt cartamina se precipita sub forma de fulgi voluminosi.

Solubilitatea relativ joasa a cartaminei si formarea fazei solide n apa si in mediile slab
acide impun modificarea protocoalelor studiilor cromatografice TLC si HPLC ale acestui
chinocalcon.

In cazul in care faza mobila este bogatd in apa, pe coloana HPLC Cis pot si se formeze
incluziuni solide de cartamind, ceea ce duce la blocarea coloanei si esuarea analizei. A fost stabilit
in mod experimental ca daca faza mobila contine 10...40% solvent organic plus un acid suficient

de puternic, formarea cartaminei solide, respectiv, blocarea coloanei nu are loc.
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Metoda HPLC evidentiazd doi chinocalconi, denumiti respectiv, cartamina, Crt, si
izocartamind, iCrt. Culoarea rosie generata de acesti compusi se datoreaza cromoforului, format
din 17 perechi de electroni conjugati (figura 4.4). Acest cromofor voluminos mai contine grupele
atasate de C-glucozil (dezoxiglucoza), a caror influentd auxocroma nu a fost raportata in literatura
analizatd, probabil, datoritd rarititii relative a acestor grupe in naturd. In sursele bibliografice
examinate, prin termenul ,,cartamina” se intelege varianta de structurd in care grupele calconice
sunt situate in aceeasi parte a zigzagului format de pozitiile 6-1-2-16-2’-1-6" (figura 4.4, 4). In

mod aparent logic, izomerul trans-, prezentat in figura 4.4, B, trebuie sa fie numit ,,izocartamina”.

Figura 4.6. Structura calconilor rosii din sofrianel: A — cartamind

(conformatie ,,carcasd de pui”); B — izocartamind (conformatie ,,quadrocopter”.)

Spectrele optice ale izomerilor sunt similare (figura 3.14) maximul de absorbtie al
cartaminei §i izocartaminei se gasesc la 519 nm si la 521 nm, respectiv. O diferentd atat de mica
nu permite stabilirea definitiva a structurii cis- sau trans- (izomerii trans- in general avand tendinta
de deplasare batocromica, spre lungimi de unda mai mari).

Astfel, nici prin metoda HPLC/PDA(DAD), nici HPLC/MS, nu se pot deosebi cu
certitudine aceste doua structuri izomere in solutia apoasa. Totusi, configuratia spatiald moleculara
cu caracter exprimat lipofil va fi retinutd mai eficient pe coloanele de faza inversa Cis...C30(319).
Acest fapt reprezinta un argument care sustine configuratia cis- a chinocalconului de baza, care se
observa la 5.75 minute, cu 2.10 minute mai tarziu decat colorantul rosu secundar .

Cartamina poate sa treaca In izocartamind, sau invers, prin rotirea reciproca a jumatatilor
moleculei dimerului in jurul axei C>— C'®, dar datoritd existentei sistemului rigid planar din

legaturi duble conjugate, aceasta rotire va fi stopata (213).
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4.3.2. Stabilitatea complexului cartaminda—celuloza: influenta temperaturii, pH si a timpului

Dupa cum a fost mentionat, functia valorii timpului de Injumatatire de temperatura
(figura 3.16, B — pag. 101) demonstreaza ca degradarea ireversibild a cartaminei la temperaturi
mai mari de 50°C are loc in timp de 1...3 ore. S-a stabilit ca in mediul apos cartamina se transforma
in produs galben neidentificat. Maximul de absorbtie al acestui produs se Inregistreaza in spectrele
UV-Vis clasice si in spectrele UV-Vis/PDA la Amax =404 nm, fiind un indicator al faptului ca
produsul galben de descompunere a cartaminei reprezinta un chinocalcon.

Conform datelor bibliografice, tesaturile traditionale de bumbac, colorate cu colorantul
rosu din sofranel, nu se decoloreaza mult timp, semnificadnd uneori marturii istorice importante.

Fiind expuse actiunii factorilor agresivi, se observa degradarea cartaminei 1n tesaturile
colorate. Durata acestui proces are loc 500...1500 ore (320). Atat in UV-Vis cu prisma, cat si in
spectrele UV-Vis/PDA, degradarea cartaminei se observa prin micsorarea densitatii optice la
519...520 nm (figura 4.7, A). Bratul la 404 nm, vizibil in spectrele cartaminei partial degradate, se
transforma intr-un varf pronuntat nou dupa separarea cromatografica a calconilor (figura 4.7, B).

Absorbtia cu maximum la 404 nm este caracteristica si pentru precursorii biochimici ai
cartaminei, inclusiv precursorului direct, precartaminei, care contine doua fragmente neconjugate

de C-glucozilchinochalcona separate prin doua legaturi simple (184).
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Figura 4.7. Schema analizei complexe a procesului de degradare a cartaminei:
A - aparitia semnalului calconului neidentificat in spectrele UV-Vis clasice
(la spectrofotometrul cu prisma) ale extractelor apoase din complexul cartamind-celuloza;
B — picul la 404 nm si spectrul UV-Vis/PDA al chinocalconilor neidentificati.

Deoarece cartamina este foarte putin stabild in solutiile apoase, ea incepe s se descompuna
cu vitezd mare imediat dupd evenimentul extractiei din faza celulozei. Degradarea cartaminei in
solutiile apoase are loc atdt de rapid, incat devine practic imposibild evaluarea directda a

concentratiei acesteia Indatd dupa extractia din celuloza in mod direct, prin masurarea absorbantei
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la 520 nm. Spectrele UV-Vis clasice ale extractelor cartaminei de pe celuloza aratd prezenta
cartaminei nedescompuse, dar si a derivatului (ori mai multor derivati), care se obtin la
descompunere, ceea ce se manifestd la cresterea absorbantei la lungimea de undd de 404 nm
(figura 4.8, A).

Maximum (ori bratul in unele cazuri) de absorbtie la lungimea de unda 404 nm, generat de
aparitia produsului de descompunere al cartaminei, este situat suficient de departe de maximumul

de absorbtie al cartaminei.

0,8 0,05
0,7 IRLEN
06 . 0,04
..' '-. ‘e v _
E. 0> d D g 0’03 l_“"—’“‘"‘_'A\—,:-,-\--q_;
£ g
2 0,3 g U e R oeeeee re—
< 02 2
< 0,01
0,1 B
0,0 0
360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 400 450 500 550 600 650
Lungimea de und3, nm Lungimea de undi, nm
s Cartamina = seeee Cartamina degradata === 15min = ==--- 30 min —— 45min
A B

Figura 4.8. Analiza extractelor de cartamina din CCC:
A - punctul izobestic; B — absorbanta suplimentara generatd de difractia pe polimer.

Punctul izobestic, situat la 462 nm, permite calcularea mai precisa a cantitatii globale de
cartamini, care a fost extrasd din complexul cartamini-celulozi. In acelasi timp, s-a observa ci
extractele din celuloza au adsorbtie suplimentara in forma unui platou in tot diapazonul lungimilor
de unde din domeniul vizibil. Trebuie de mentionat ca astfel de absorbtie este caracteristica
spectrelor UV-Vis ale polimerilor (262), care, datorita structurii nanomicelare, reprezinta retele de
difractie. In extractele calconilor din celuloza microcristalina, aceastd absorbtie mai degraba este
cauzata de difuzia luminii pe nanoparticulele de celuloza, care raman dispersate in extract. Pentru
a lua In consideratie absorbtia suplimentard, cauzatd de celuloza, a fost masurata valoarea
absorbtiei la 600 nm (figura 4.8, B), deoarece incepand de la la aceasta lungime de unda, nici
cartamina, nici produsul chinocalconic neidentificat de transformare a cartaminei nu absorb razele
din diapazonul vizibil.

Pastrarea culorii complexului cartamina-celuloza la temperaturi de la 60°C pana la 70°C
oferd posibilitatea de utilizare practica a complexului cartamina-celuloza in calitate de colorant
alimentar. Aceasta afirmatie este In special valabila pentru produsele lactate, pasteurizarea cérora

se realizeaza la valori similare de temperatura.
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Datele prezentate in tabelul 4.3 demonstreazd ca complexul cartamina-celuloza este stabil
in conditiile determinate. Astfel, parametrul Sccc este mai mare de 90%, cand pH este cuprins in
intervalul de 3,9...5,0 si la temperaturi de 50...60°C, daca expunerea are loc timp de 30 de minute.
Extractia cartaminei din faza de celuloza in solutie este bine exprimata chiar in conditii statice,
fara agitare, la pH = 8,5. In aceste conditii, peste 50% de cartamina se extrag din matricea CCC si

in 15 minute chiar la temperatura de 50°C.

Tabelul 4.3. Stabilitatea colorantului ,,complexul cartamina-celuloza”, Sccc, %, exprimata
in ponderea cartaminei rimase intacte in faza celulozei dupa tratamentul respectiv

Temperatura, °C T, min pH=39+0,1 pH=5,0+0,1 pH=85+0,1
15 96,1 +£0,5 93,8 +£0,8 59,6 +4,8
50+0,5 30 94,6 + 0,7 92,1 +1,0 47,6 £6,3
45 94,0 £ 0,7 89,9+1,2 433+ 6,8
Temperatura, °C T, min pH=4,0+0,1 pH=5,0+0,1 pH=6,0+0,1
15 94,6 + 0,7 91,8+ 1,0 843+1,9
60£0,5 30 93,4+0,8 90,8 +£1,1 82,0+2,1
45 89,3+ 1,3 79,0 £2.5 88.8+1,3
15 93,8 +0,8 89,7+ 1,3 77,0+2,7
70+ 0,5 30 92,7+0,9 889+1,3 -
45 92,1+1,0 87,8+1,5 72,8 £3,2

Nota: pH al solutiilor-model a fost stabilit la temperatura (25+2)°C.

Important este cd pe parcursul tratdrii complexului cartamina-celuloza cu solutiile-model
la pH de la 3,0 pana la 6,0, culoarea acestuia (fazei solide) practic nu se schimba, iar extractul
devine galben. Prin urmare, numai faptul trecerii cartaminei din faza solida in cea lichidda
conditioneazd transformarile ireversibile ale cromoforului cartaminei. Atat transformarea
cromoforului, cat si a molecculei intregi, are loc in faza apoasd, dar nu in faza celulozei.

Utilizarea procedurii ,,Regresii” din instrumentul ,,Analiza datelor” din Excel, permite
estimarea aportului factorilor de influentd (valorii pH si a timpului, 7) si obtinerea ecuatiilor de
regresie in aproximatie liniard. Astfel, au fost obtinute regresiile simple ale procesului de extractie
al cartaminei din faza celulozei.

S-au obtinut ecuatii liniare pentru dependenta gradului de extractie a cartaminei din

complex, E, %, in functie de timp, , si pH:
E60°C = —3,51+ 0,06T+ 1,15pH, (4 1)

Espc = —6,47 + 0,077 + 1,92pH, (4.2)
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Este de mentionat cd ecuatiile (4.1) si (4.2) si suprafetele corespunzitoare de raspuns,
prezentate in figura 4.9, sunt veritabile doar in domeniul relativ de Tngust de valori ale pH: de la
pH=3,9 pana la pH =6,0. Aceste valori ale lui pH corespund unei game largi de produse

alimentare (321).
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Figura 4.9. Replica gradului de extractie, E =f (pH, 1): A —la 60°C; B —la 70°C.

Suprafetele de replica, prezentate in figura 4.9, arata ca la temperatura de 60°C procentul
de extractie al cartaminei din faza celulozei este mai mic de 5%, daca timpul extractiei nu depaseste
27 minute. La temperaturi mai ridicate, 70°C, 5% de cartamina se extrag la pH = 5,4 in intervalul
de timp mai scurt (15 minute). Cand valorile indicelui pH si ale timpului de extractie T sunt mai
mari, gradul de extractie depaseste 5%.

Reiesind din ecuatiile (4.1) si (4.2) si din vizualizarea suprafetei de replica (figura 4.9),
urmeaza ca pentru utilizarea in tehnologia produselor alimentare a complexului cartamina-celuloza
in calitate de colorant rosu, pH al produsului nu trebuie sa depdseasca valoarea 5,0. Procesarea
produselor la temperaturi de 60°C trebuie sa dureze nu mai mult de 30 de minute, iar la 70°C — 15
minute.

Ipoteza privind stabilitatea inaltd a complexului cartamina-celulozd in comparatie cu
stabilitatea cartaminei necesita verificare experimentald in mediul sistemelor-model, care sunt
similare dupa compozitia chimicd cu sistemele alimentare reale. Cartamina, fiind stabila in
complexul cu celuloza in stare solida, poate sa degradeze daca este Imbibata cu solutiile care au
compozitia chimica similard cu compozitia sistemelor alimentare. Prezinta interes determinarea
cantitativa a valorilor constantelor de viteza in procesul de transformare a CCC.

Similar cazului descompunerii cartaminei in solutiile lichide, pentru complexul CCC a fost
inaintatd ipoteza, precum ca procesul de descompunere a cartaminei din compozitia complexului

are loc dupd mecanismul reactiei de ordinul unu.
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Constantele de vitezd K; au fost calculate pentru probele complexului cartamina-celuloza,

care au fost supuse extractiei la diferite temperaturi si pH (tabelul 4.4).

Tabelul 4.4. Constantele de viteza de descompunere a cartaminei
in momentul extractiei din complexul cartamini-celuloza

Valoarea pH t, °C T, h Scec , % K, h'!

0,25 96,1 0,16 £ 0,02

50 0,50 94,6 0,11 +0,01

0,75 94,0 0,08 +0,01

0,25 94,6 0,22 + 0,02

3,9 60 0,50 93,4 0,14 + 0,02
0,75 89,3 0,15+0,02

0,25 93,9 0,26 0,02

70 0,50 92,7 0,15+0,02

0,75 92,1 0,11 +0,01

0,25 93,8 0,26 0,02

50 0,5 92,1 0,17+0,02

0,75 89,9 0,15+0,02

0,25 91,8 0,34 +£0,03

5,0 60 0,50 90,8 0,19 +0,02
0,75 79,0 0,31 +£0,03

0,25 89,7 0,44 + 0,04

70 0,50 88,9 0,24 +£0,02

0,75 87,8 0,17 +0,02

Din datele prezentate in tabelul 4.4 se observa scaderea constantelor de viteza. Acest fapt
aratd ca mecanismul procesului include cel putin o etapa, care impiedica extractia cartaminei in
apd. Aceasta este cu mare probabilitate difuzia lenta spre interfata celuloza / apa a cartaminei fixata

in CCC. Viteza de extractie scade pe masura ce stratul de difuzie devine mai lat.

0.6
0 0.44
) y=0000x-0,1933 /%% 4 -7
0.4 R>=0,9959 ="
o3 | 026 ——"9
—~ 5') — -]
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------- oy y =0,005x - 0,0867
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Temperatura, °C
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Figura 4.10. Constantele de viteza ale descompunerii cartaminei in nascendi
(in momentul extractiei din complexul cu celuloza) calculate la 15 minute de expunere
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Aceasta ipotezd a fost confirmatd prin calcularea energiilor de activare a procesului.
Valorile energiilor de activare a procesului de descompunere a cartaminei, extractate in solutie
apoasa din complexul cartamina-celuloza, calculata pentru intervalul de temperaturi de la 50 pana
la 70°C lapH =3,9 sila pH =5,0, au constituit 22,4 kJ si 24,2 kJ, respectiv.

Energiile de activare la ambele valori ale pH sunt foarte apropiate si corespund
coeficientului van’t Hoff mic al reactiei caracteristic proceselor eterogene. Acesta este un
argument important pentru sustinerea ipotezei cd procesul de descompunere a cartaminei din
complexul cartamina-celulozd are loc anume la interfata celuloza-solutie, in nascendi, adica in
momentul formarii cartaminei libere, cand cartamina deja nu face parte din CCC, respectiv in
momentul, cand cartamina se afla in faza lichida.

Stabilitatea cineticd a compusului este direct proportionald cu timpul de injumaététire,
respectiv, este invers proportionala cu valoarea constantei de viteza a procesului de descompunere
a acestui compus. Prin urmare, relatia Kitaq) / Ki1(cce) va arata de cate ori cartamina, complexata
in faza celulozei, va fi mai stabild decat cartamina libera aflatd in faza apoasa. Datele prezentate
in tabelul 4.5 confirma ca cartamina este foarte stabila, fiind fixata n faza solida a complexului cu

celuloza, iar acesta stabilitate relativa creste cu majorarea temperaturii.

Tabelul 4.5. Stabilitatea relativa (o) a cartaminei in faza complexului / in solutie

Temperatura, °C 50,0+ 0,5 60+0,5 70£0,5
KrrAaq) 19+4 93 +£16 417+ 71
Krrcco 0,26 +0,01 0,34 £ 0,02 0,44 + 0,02
o = Kirug / Kircco 73+ 13 273 £47 (9,5+1,7) - 10

La cresterea temperaturii se observad cresterea stabilitatii relative a cartaminei in faza
celulozei in raport cu stabilitatea cartaminei in solutie, exprimatd numeric prin a. Acesta este inca
un argument care sustine ipoteza, precum cd descompunerea cartaminei are loc nu In interiorul
fazei solide a CCC, dar in momentul cind cartamina se extrage in faza apoasi. In compozitia
chimicd a majoritatii alimentelor componentul de baza este apa. Este bine cunoscut cd apa
determind stabilitatea si longevitatea intregului sistem, influentand direct si indirect toate procesele
biochimice si fizico-chimice. In contextul prezumabilei utiliziri practice a cartaminei sau
complexului cartamina-celuloza pentru colorarea alimentelor, prezinta interes analiza comparativa
a parametrilor cromatici, nuantelor culorilor cartaminei in faza apoasa si in faza complexului
cartamini-celulozi in starea imbibati (ce corespunde cu starea sa in alimente). In conditii de
iluminare si calibrare controlata, analiza digitala in spatiul RGB poate fi utilizata ca alternativa la

determinarea valorilor CIELab, oferind o corelatie liniara stabild intre parametrii celor doua
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sisteme. Aceastd metodd permite evaluarea variatiilor de culoare (AE) fard instrumentar
spectrofotometric, cu o abatere sub 2 unititi de culoare si cu un R? € 0,90...0,99 (322).

In functie de pH, solutiile apoase de cartamini de 0,1% se grupeaza in cel putin patru
nuante de culoare: oranj, oranj-roz, roz si bej (tabelul 4.6). Inregistrarea profilului RGB a acestor
solutii a aratat ca valoarea componentei verde (,,G”, Green) scade semnificativ in intervalul
pH € (3; 6), care are loc odata cu cresterea ponderii componentei rosii (,,R”, Red) si albastre (,,B”,
Blue). Predominarea componentei ,,R” in profilul RGB al solutiilor de cartamind in domeniul
indicat de pH corespunde cu maximul spectrelor de absorbtie situat la 470...520 nm.

Probele complexului cartamina-celuloza in stare Imbibata au fost obtinute prin formarea
suspensiilor complexului CCC (cantdrit in stare uscata, 0,1g) n solutii-model cu pH respectiv,
agitarea acestor suspensii timp de 15 minute, spalarea cu aceeasi solutie si separarea CCC Tmbibat
prin filtrare. Mostrele CCC 1n stare imbibata cu solutie-model au fost imediat fotografiate pentru

obtinerea profilului RGB (tabelul 4.6).

Tabelul 4.6. Valorile RGB digitalizate ale solutiilor de cartamina
si ale complexului cartamina-celuloza umed
pH 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1
Cartamina in solutii apoase

<R> 232 233 229 234 241 240 232 230 228 224

<G> 176 165 167 161 143 133 130 137 147 176

<B> 84 102 118 123 141 141 136 139 135 128
Culoare Oranj Oranj-roz Roz Bej

Complexul cartamini-celuloza imbibat

<R> 144 97 86 82 89 136 132 123 135 128

<G> 90 41 20 19 21 14 6 8 7 11

<B> 139 79 59 62 65 37 31 29 36 39
Culoare Purpuriu Magenta

Compararea valorilor componentelor ,,R”, ,,G”, si ,,B” conduce la concluzia ca partea
cromoford a moleculei de cartamina in faza apoasa si In faza celulozei microcristaline se comporta
diferit. La pH mai mare decat 6, cartamina in faza celulozei microcristaline in stare imbibatd are
culoarea purpurie. In conditii similare de pH si concentratie, cartamina aflat in faza apoasa poseda
diferite nuante ale culorii oranj.

In domeniul valorilor pH de la 1,0 pani la 5, probele imbibate ale complexului cartamina-
celuloza au culoarea magenta-bordeaux. Este remarcabil ca culoarea ,,pur” magenta reprezinta un

varf al sistemului de coordonate cromatice RGB, ce corespunde codului (255, 0, 255). In domeniul
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de pH de la 6,0 pana la 9,0 culoarea CCC mbibat este asemandtoare culorii prunelor coapte. Aceasta
nuanta este total absenta pentru cartamina in faza apoasa la aceleasi valori ale lui pH.

Diferentele considerabile intre culorile cartaminei in functie de starea fazica, prezumabil, pot
fi explicate doar prin influenta macromoleculelor polare de celuloza asupra structurii cromoforului
cartaminei si asupra moleculei de cartamina in intregime. In faza apoasa la pH de la 6,0 pani la 9,0
are loc tranzitia usoara a nuantelor de la roz pana la oran;.

Variatia culorii ca urmare a modificarii structurii cromoforului poate fi explicatd prin doud
transformadri, care sunt posibile reiesind din structura moleculei de cartamina: a echilibrului ceto-
enolic si de conversie a fenolului in fenolati (figura 3.12, B, pagina 73). Acestea din urma participa
la echilibrea fenol-chinonice, iar ambele tipuri de transformari sunt influentate de pH (212).

Gruparile de p-hidroxifenil, formal atasate la pozitiile 9 i 9° ale moleculei de cartamina, pot
fi privite ca analogii moleculei de para-crezol, iar grupa -OH a para-crezolului reprezintd analogul
structural al gruparilor -OH 1n pozitiile 13 si 13’ ale cartaminei. De aceea, cartamina reprezintd un
indicator acido-bazic pentru care se presupune existenta unei corelatii intre pH teoretic, care
corespunde cu transformarile fenol-chinonice ale para-crezolului si cel experimental, care determina
tranzitia culorii cartaminei. Folosindu-se de conceptele de baza ale teoriei indicatorilor, intervalul de

viraj, sau intervalul de tranzitie al culorii, ITC, se estimeaza prin ecuatia:
pHirc = pKe £+ 1, 4.3)

in care pKe este constanta de echilibru a procesului de disociatie a indicatorului.

Pentru para-crezol, pKa=10,2 (323). Conform ecuatiei (4.3), pHirc pentru fragmentul
p-crezolic al cartaminei va fi cuprins in intervalul 9,2...11,2 unititi de pH. In aceasti valoare a ITC
se Incadreaza variatia finala a culorii solutiilor de cartamina din roz in oranj la pH = 10. De asemenea,
la acest pH are loc extractia rapida a cartaminei din faza celulozei, urmata de decolorarea ei.

In figura 4.11, legaturile covalente dintre atomii de carbon C'—C' si C'—C'" din
hidrocartamina acida (HCA) si hidrocartamina bazica (HCB) sunt evidentiate prin linii punctate.
Spre deosebire de formele anhidre ale cartaminei acide (CA) si cartaminei bazice (CB), atomul de
carbon C'®in HCA si HCB se afli in stare de hibridizare sp’, care permite rotatia fragmentelor
chalconice in jurul axelor legéturilor respective.

Folosind ca precedent efectul de blocare a antocienilor in faza cationitului (190), a fost
emisa o ipoteza precum ca dacd cartamina se afla in interiorul fazei celulozei, rotatia libera a
moleculei va fi restrictionatd de macromoleculele de celuloza, in timp ce in faza apoasa aceasta
rotatie se desfisoara liber. In acest caz, echilibrele tautomerice vor oferi formelor de cartamini

culori diferite in solutii apoase si in faza celulozei. Acest lucru si se atesta in realitate.
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Figura 4.11. Echilibrul acido-bazic si virajul culorii cartaminei in faza celulozei
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siin apa: CA — cartamind acidd; HCA — hidrocartamind acidd;

CB — cartamina bazica; HCB — hidrocartamina bazica.

In literatura se mentioneazi cd cartamina anhidri cu masa molard M = 910 g/mol poate si
treacd in starea hidratatd cu M = 928 g-mol™! (324). Aceasti trecere, fiind insotitd de modificarea
starii de hibridizare a atomului de carbon C!® din sp? in sp°, face posibili rotatia liberd a gruparilor
chinocalconice, urmata de destabilizarea moleculei. Totodata, stabilitatea Tnaltd a cartaminei in faza
de celuloza reprezinta un indiciu ca in celuloza sau nu are loc descompunerea hidrocartaminei sau

nici formarea acesteia.
4.3.3. Mecanismul de stabilizare a cartaminei in faza celulozei

Ipoteza privind rolul celulozei in stabilizarea gruparilor cromofore ale cartaminei a fost
verificata prin inregistrarea si analiza spectrelor FTIR (figura 4.12). In spectrele FTIR ale cartaminei,
fixate in faza celulozei, se inregistreazi benzile de intensitate slaba la frecvente de 2340 cm™ si
2360 cm™!. Benzile respective nu se observi nici in spectrul FTIR al celulozei microcristaline pure,
nici in spectrele pulberii de cartamini. Benzile noi cu intensitate slabd la 2340 cm™ si la 2360 cm'
nu au fost atribuite la nici o grupare functionala anumita.

Totodata, aparitia unor benzi noi, care nu sunt caracteristice nici celulozei, nici cartaminet,
indicd o interactiune puternica intre macromoleculele de celuloza si moleculele de cartamina.
Aceasta reprezintd un indiciu instrumental independent, care, pe langa parametrii cinetici se

interpreteaza ca un argument in favoarea formarii complexului stabil cartamina—celuloza (CCC).
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Figura 4.12. Spectrele FTIR-ATR normalizate (0-1 unitati):
1 — cartamind (Crt, M = 910), 2 — complexul cartamindg-calulozi (CCC), 3 — celuloza.

Pe langa benzile noi, aparute in spectrele FTIR, au fost observate efecte informative in
regiunea frecventelor caracteristice oscilatiilor diferite ale grupelor — OH. Astfel, spectrul FTIR al

celulozei contine o bandd largd la frecventa 3330 cm™

, atribuitd legaturilor de hidrogen
intermoleculare ale celulozei. Totodata, spectrul infrarosu al complexului cartamind-celulozd in
domeniul frecventilor 3200...3500 cm™ practic este identic spectrului pulberii de cartamini pura.
Explicatia acestei asemanari constd in fixarea moleculelor de cartamind in faza solida, formata de
macromoleculele de celuloza prin formarea legéturilor de hidrogen colorant-polimer.

Ca urmare a acestei complexari, in spectrul FTIR al CCC se observa scaderea ponderii
legaturilor de hidrogen, — OH -+ HO —, intre macromoleculele de celuloza. Conform unor date
recente, banda legiturilor de hidrogen intermoleculare corespunde cu frecventa 3370 cm™ (325).
Astfel, adsorbtia cartaminei pe celuloza, conform datelor FTIR, duce la recombinarea legaturilor de
hidrogen intermoleculare ale celulozei pe cartamina.

Rezultatele obtinute atat prin analiza profilurilor RGB, cét si prin interpretarea spectrelor
FTIR-ATR demonstreaza cd moleculele de cartamind sunt fixate rigid pe celulozd. Modelul
molecular al complexului este reprezentat in figura 4.13. Ca rezultat al acestei fixari rigide se
presupune ca chiar in caz de hidratare, molecula de cartamina va pierde capacitatea de rotatie interna
liberd de-a lungul legiturilor C' —C'® si C!'—C'. Aceasti presupunere se confirma partial prin
numarul mai mic de nuante de culori ale complexului cartamind-celuloza in comparatie cu cartamina

libera, aflata in faza de solutie.
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modificare a structurii cromoforului si, respectiv, contribuie la disparitia semitonurilor. Acest lucru
se confirma prin datele analizei profilului RGB al cartaminei prelucrate cu solutii-model la diferit
pH (tabelul 3.6).

Stabilitatea valorilor RGB ale complexului cartamina-celuloza in stare umeda in comparatie
cu solutia reald de cartamina coreleaza cu datele raportate de alti cercetdtori. Astfel, se raporteaza ca
solutiile de zahar asigura o crestere masurabila a stabilitdtii chinocalconilor din sofranel (326).

Efectul de stabilizare care se manifesta fie in prezenta moleculelor zaharurilor solubile, fie in
prezenta fazei de celuloza, poate fi explicat prin faptul ca in ambele cazuri zaharida respectiva
contribuie la scdderea importantd a activitatii apei in sistem (207).

Pentru verificarea acestei ipoteze au fost mdsurate activitatile apet, aw, a probelor de celuloza,
de cartamind si a complexului CCC. Probele au fost mentinute 24 de ore in aceleasi conditii de

temperaturd si presiune, apoi au fost inregistrate valorile activitatii apei (41):
aw (celulozad) = 0,522 + 0,002,
aw (cartamind) = 0,503 £ 0,002,
aw (CCC) =0,527 £ 0,002.

Se observa scaderea activitatii apei in sirul aw (CCC) > aw(celulozd) > aw(cartamind).
Activitatea maximala a apei asupra complexului cartamina-celuloza este un indiciu suplimentar, care

confirma respingerea moleculelor de apd in stare gazoasa, respectiv, rearanjarea legaturilor de
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hidrogen (Cel) —OH -~ HO —(Cel) si (Car)—OH -+ HO —(Car) cu formarea preponderentd a

legaturilor (Cel) — OH - HO — (Car), adica, a unui complex stabil intre celuloza si cartamina.

-

Figura 4.14. Modificarile cartaminei in coordonatele spatiului cromatic RGB:
variatia culorii cartaminei in solutie (S) si in faza de celulozd (C)

la alcalinizarea fazei respective de la pH = 5,0 pand la pH = 10,0.

In figura 4.14 este reprezentata evolutia formelor de cartamina in sistemul tridimensional
de coordonate RGB. Astfel, la alcalinizarea mediului apos, care contine cartamind, are loc
cresterea valorii componentei coordonatei verzi, ce se reflectd In modificarea culorii in galben.
Totodata, alcalinizarea complexului solid cartamina-celuloza conduce la deplasarea vectorului
culorii spre culoarea blackcurrant. Vizual, acesta corespunde modificarii in portocaliu a culorii
solutiei de cartamina (tabelul 4.6). Analiza comparativda a profilurilor RGB demonstreaza ca,
aflandu-se in faza solidi de celuloza, moleculele de cartamind sunt stabilizate in forma anhidra. In

cazul in care totusi ar avea loc hidratarea moleculei de cartamind nerotabila, celuloza ,,protejeaza”

culoarea rosie. Extractia cartaminei in faza apoasd duce la deplasarea echilibrului Crt = Crt-H2O

spre dreapta, adicd, spre formarea hidrocartaminei Crt-HO (M = 928 g-mol!). Hidrocartamina
reprezinta o molecula labila, care suferd o descompunere rapida.

Reducerea riscului de infectare cu microorganismele patogene impune necesitatea obtinerii
colorantilor sterili. Cercetarile stabilitatii calconilor la incalzire sunt necesare pentru a asigura
posibilitatea obtinerii unui produs steril, care nu va prezenta o sursa suplimentara de contaminare
cu microorganismele patogene.

In scopul determinarii stabilititii la incilzire a CCC uscat, probele CCC cu
Crt/ CCC =120 mg-g"!, cu masa 0,100 = 0,001 grame au fost termostatate, At =+ 0,2°C, apoi au

fost extractate cu NaxCOs3 1% si cromatografiate imediat (tabelul 4.7).
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Tabelul 4.7. Influenta temperaturii si timpului asupra raportului

izomerilor cartaminei in complexul cartaminé-celuloza uscat

Izomerul t, °C T, min AMmax), nm Rt, min Crt/CCC, mg-g’! % izomer
izoCrt 20 0 515 5,91 2,3 1,9+0,2
Crt 519 8,41 117,7 98,1+ 0,2
izoCrt 70 15 514 5,91 2,1 1,8+0,2
Crt 519 8,41 117,9 98.2+0,2
izoCrt 70 45 520 5,90 2,3 1,9+0,2
Crt 519 8,40 117,7 98,1 +0,2
izoCrt 25 10 518 5,91 2,1 1,7+0,2
Crt 520 8,40 117,9 98,3+0,2
1izoCrt 35 30 517 5,91 2,4 2,0+0,2
Crt 520 8,41 117,6 98,0+0,2
izoCrt 100 5 520 5,91 2,0 1,6 £0,2
Crt 519 8,41 118,0 98.4+0,2
izoCrt 100 15 516 5,91 2.3 1,9+0,2
Crt 519 8,41 117,7 98,1 +0,2

Valorile aproape constante ale raportului cartamina/izocartamind la prima vedere
demonstreaza ca in interiorul fazei celulozei nu are loc izomerizarea cartaminei. Insad analiza
regresionald a posteriori a datelor prezentate in tabelul 4.7, cu ajutorul instrumentului de analiza

regresionald incorporat din Excel, conduce la ecuatia (4.4):
iCrty, = 1,9107 — 0,0023 t + 0,0054 © AB=0,15 (4.4)

in care:  1Crty, — continutul izocartaminei, %;
t — temperatura, °C;
T — timpul de expunere, min.

Valorile coeficientilor de regresie B si B din ecuatia (4.4) au semnificatie statisticd joasa,
filnd mai mici decat AP. Este corect doar a presupune ca continutul iCrt scade cu cresterea
temperaturii si creste la marirea duratei de incalzire a complexului. Dependenta joasa a procesului
Crt => iCrt de durata Incélzirii confirma ca in CCC, indeosebi in stare de pulbere uscata, nu are

loc formarea intermediarului Crt-H>O, iar CCC manifesta stabilitate excelenta.

4.4. Tehnologia de obtinere si prolongare a functionalitatii colorantilor chinocalconici

Elaborarea unei tehnologii necesita aplicarea ,,goal-settingului” exprimatad in formularea
prealabili a cerintelor fatd de produsul dorit. In industria alimentarid aceste cerinte sunt
proprietatile senzoriale si asigurarea stabilitdtii produselor (327). Obiectivul-cadru privind
tehnologia de producere a colorantilor alimentari constd in asigurarea aplicabilitatii colorantilor

pentru producerea alimentelor la scara industriala si Tn unitétile de alimentatie publica. Obiectivele
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operationale, care rezulta din obiectivul-cadru si care au servit la elaborarea caietului de sarcini al

sistemului de producere a colorantilor chinocalconici (tabelul 4.8), sunt urméatoarele:

v diminuarea degradarilor acido-bazice, oxidative si enzimatice ale colorantilor alimentari;
v asigurarea colorarii semifabricatelor si alimentelor cu acesti coloranti;
v atingerea stabilitatii agregative si structurale a colorantilor incorporati in alimente.

Tabelul 4.8. Parametrii programati ai sistemului de producere a colorantilor calcolnici

Constituentul Parametrii programati de intrare si de iesire ai sistemului tehnologic de
sistemului de producere producere

Petale de sofranel v' Petalele ,,mature” (de culoare rosie);
Continut global de chinocalconi in petale: 25 + 5% din SU;

v
v Umiditatea absoluta a petalelor: 4 + 1%;
Linia tehnologica v' Asigura obtinerea colorantului rosu (CCC) si colorantului galben (ACCG)

din acelasi lot de materie prima (petale uscate mature);

\

Capacitatea liniei de cca 50 + 10 kg de petale per ciclu de productie; trei
cicluri de aproximativ 2 ore per schimb (opt ore);

v Randamentul global al colorantilor (plenitudinea de extractie-separare-
ambalare): 85 + 5%;

Produsul finit (colorantii) v* Colorant rosu (roz-magenta), CCC, sub forma de pulbere microcristalina
insolubild, cu un continut de cartamind de la 10% (roz) pana la 25%
(magenta) in ambalaje de 10 = 1 grame;
v' colorant galben, ACCG, solubil in apa, care poate avea forma de pastd (30—
35% chinocalconi), sau pulbere (96 + 1% SU, dintre care 85+ 5%
chinocalconi in ambalaje de 10 £ 1 grame.

Folosind caracteristicile fizico-chimice studiate ale colorantilor calconici (paragrafele 3.1,
3.2, 4.1 s14.2) si caietul de sarcini prezentat in tabelul 4.8, a fost elaborata schema de producere a
colorantilor (figura 4.15). Petalele mature uscate (U, < 5%) sunt supuse extractiei alcaline cu
1...4% Na2COs, la hidromodul 1:10...1:2, in patru cicluri, cu acumularea extractului la 18...25°C,
obtinandu-se un extract ce contine ACCG si forme bazice hidratate de cartamina. Extractul este
tratat de douad ori cu celuloza microcristalind (Crt : pC = 1:9...1:3), urmat de separarea complexului
CCC sub forma de masa umeda si spalarea cu solutie de acid citric 0,5%, rezultand doua fractii:
colorant rosu CCC si extract de colorant galben ACCG. Fractiile sunt concentrate (SU > 35%)),
uscate pana la Ua < 5% si sterilizate (UV, 120°C), obtinandu-se un colorant rosu CCC pulbere si
un colorant galben ACCG sub forma de pasta sau pulbere. Raportul Crt : uC in limitele 1 : 9 ... 1: 3
duce la obtinerea CCC cu un continut de cartamind de 10...25%. Fiind demonstratd instabilitatea
cartaminei in stare dizolvatd, prezenta urmelor de cartamind in ACCG destabilizeazd compozitia

colorantului si a sistemului alimentar In intregime. Din aceste considerente, etapa de tratare cu
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celuloza microcristalina este cruciald nu doar pentru obtinerea colorantului rosu CCC, dar si pentru

calitatea si prolongarea functionalitatii colorantului galben ACCG.

Petale mature uscate (U, < 5%)
Carthamus tinctorius L.
\
Extracfia pefalelor; 1...4% Na,CO; , hidromodul 1 :10...1:2

I 4 cicluri

Acumularea extractului; 18...25°C

4

( Extract cu ACCG si forme bazice hidratate de cartamini, Crt )

s 2 cicluri

Tratarea cu celulozd microcristalind; Crt : CuC=1:9...1:3

4

Separarea CCC in formd de masa umedd, spdlarea CCC; H;Cit = 0,5%
4 4

( Colorant rosu CCC umed ) G‘,xtract colorant galben ACCG)
4 $

Concentrare, SU > 35%; Uscare, U< 5%; Sterilizare, UV, f ~120°C
4 I

Colorant rosu CCC, Colorant galben ACCG,
pulbere pasti ori pulbere

Figura 4.15. Schema tehnologica de producere a colorantilor chinocalconici

,»sunt considerati coloranti... preparatele obtinute din... materii prime comestibile naturale,
obtinute prin extractia fizica si / sau chimica... a pigmentilor in raport cu constituentii nutritivi sau

aromatici” (8). Colorantii chinocalconici (figura 4.16) se supun Intocmai acestei definitii.

A B C

Figura 4.16. Coloranti din petale de sofranel (Carthamus tinctorius L.): A — petale mature
galbene-rosii; B— ACCG { HSYA; AHSYB; Pcrt}; C— complex cartamind-celuloza, CCC.
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Studiile recente demonstreaza ca consumatorii anticipeaza calitdtile produselor alimentare
dupa colorile acestora. Cele mai pozitive asteptari au fost inregistrate pentru culorile tipice,
familiare pentru produsul in cauzd (328). Saturatia mai scazutd a culorii tipice se asociaza cu
prospetimea joasa, iar saturatia mai mare se evalueaza ca si culoare artificiala. Produsele in culori
atipice se evalueaza ca fiind mai putin atractive si mai putin sandtoase decat produsele colorate in
mod tipic. Aceste rezultate aratd cd nuanta si saturatia culorii are un impact substantial asupra
consumatorilor, formand asteptarile lor privind proprietdtile senzoriale si functionale, inclusiv
prospetimea si valoarea nutritiva.

Deoarece pentru ochiul omului culoarea este determinatd de fenomenul de
absorbtie / reflectie a undelor electromagnetice in domeniul 380...780 nm, iar energia undelor
creste odatd cu scaderea lunginii de unda, in mod firesc, se observa tendinta de scadere a

stabilitdtii CBA colorati cu cresterea maximului de absorbtie (figura 4.17).

Galben Portocaliu Rosu Verde, albastru
380...425 nm 425...475 nm 500...600 nm 600...750 nm
Calconi (ACCG) (8) Betaxantina (8+) Antocieni (8+) Indigo (11+)

Quercitind (8) Riboflavin (9) Betacianina (8+) Clorofila a (12+)

Rutin (8) Carotene (11) Cartamind (17) Clorofila b (12+)

Numarului de legiaturi duble => Amax. => instabilitatea (foto)chimica => activitatea biologica

Figura 4.17. Legatura cauzala structurd => culoare => activitatea biologica a colorantilor

Culoarea maro este de obicei o suprapunere a mai multor culori, iar colorantii naturali
corespunzatori sunt sisteme cu o compozitie complexa (329). Din spectrul culorilor utilizate in
industria alimentard, doud culori prezintd dificultati tehnologice semnificative: alb si negru.
Culoarea alba, perceputa ca un amestec optic al tuturor lungimilor de unda reflectate, si culoarea
neagrd, definitd ca absorbtia completd a luminii vizibile, implica necesitatea utilizarii unor
concentratii ridicate de pigmenti sau agenti de opacifiere pentru a obtine efectul vizual dorit (330).
Pe langd doze mari, colorantii carbune si dioxid de titan se suspecteazd, respectiv, la prezenta
hidrocarburilor policiclice si actiunea potentiald cancerigena (331).

Colorarea produselor alimentare de origine vegetalad cu coloranti obtinuti din alte produse
vegetale (332) este ceva paradoxal sau irational din considerente economice si termodinamice.
Dar astfel de abordare irationala este deseori o singura cale, care permite obtinerea unei colorari
naturale inofensive, redarea alimentului proprietatilor senzoriale dorite si transmiterea unor mesaje
consumatorilor. Astfel, culorile rosu si galben provoaca senzatie de foame, contribuind la

influentarea deciziilor consumatorilor referitor la procurarea sau consumul de alimente (333).
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Colorantii naturali pot fi adaugati In alimente conform principiului quantum satis, adica, in
cantitati necesare, nefiind restrictionati in mod legislativ. Totusi, utilizarea lor in cantitati
exagerate nu este rentabild, evocand necesitatea determinarii dozei optime.

Puterea de colorare poate fi exprimata in cantitatea minima de colorant, care formeaza
culoarea necesari, si se misoari in grame de colorant per un litru de produs lichid (g-L™!), sau in
grame de colorant per un kg de produs solid (g-kg™), la temperatura de 20°C.

Cantitatea optimd de colorant se determina reiesind din absorbanta solutiilor, colorate
suficient, manifestand absorbanta 0,20...2,00 la / = 1 cm. Solutiile cu A < 0,20 au nuante neclare.
La A >2,00, culoarea devine foarte intensa, nenaturald. La un anumit moment, abundenta de
colorant devine toxica pentru consumator, deoarece alimentele ,,subcolorate” si ,,supracolorate”
provoaca la consumatori un efect de scepticism privind siguranta si calitatea acestora (334).

Modelarea teoreticd a cantitdtii necesare de ACCG este posibild prin utilizarea directa a
legii Lambert-Beer, ACCG fiind bine solubil in apa. S-a presupus ca perceperea culorii sistemelor
semiopace se formeaza in stratul cu grosimea de 0,05 cm.

Extinctia colorantului galben ACCG, calculata referitor la precartamind (Pcrt), constituie
16500 L-mol™!-cm™ la pH egal cu 5,00. Masa programati a colorantului ACCG per 1 kilogram de

produs se va calcula prin ecuatia (4.5):

m _ A M _ A-957 g-mol ™1
ACCG ™ ¢ Pert = 0,05 cm-16500 L-cm~1-mol~1

=1,16-A (4.5)

Conform ecuatiei (4.5), masa colorantului galben, care asigura densitatile optice,
A € (0,20; 2,00), se estimeazi la 0,25 pani la 3,0 g-L"! (figura 4.18, b).

In baza extinctiei cartaminei, 3800 L-mol™'-cm™!

si a partii de masd a cartaminei In
compozitia complexului cartamina-celuloza, 10...25%, fiind utilizatd ecuatia (4.5), tregem
concluzia ca pentru colorarea cu rosu, masa complexului cartamina—celuloza trebuie sa fie cu circa

5...10 ori mai mare decat in cazul ACCG, fiind de 4...16 g-kg! produs solid (figura 4.18).

a b [
7111t 1r 1 17 17 1 1T 1] 1
0,00 0,40 0,80 1,20 1,60 2,00 2,40 2,80 3,20 3,60 g/L
: R
] T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 g/ke

Figura 4.18. Scara-etalon pentru dozele colorantilor galben si rosu din sofranel:
a — in produsul abia colorat; b — in produsul suficient de colorat cu cantitdtile optime ale colorantilor;
¢ — in produsul supracolorat cu cantitdtile irationale ale colorantilor.
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Ecuatia (4.5) si figura 4.18 sunt modele, care servesc la estimarea cantitatii de colorant
necesare pentru corectia culorii produsului. Culoarea sistemelor reale depinde de textura
alimentului, efectele de copigmentare, parametrii tehnologiei de fabricare. In functie de stabilitatea
colorantului natural fatd de factorii fizico-chimici de producere, administrarea colorantului poate
fi efectuata preferential in procesul de formare a compozitiei alimentului sau nemijlocit Tnainte de
ambalarea produsului. Culoarea iaurtului, caracteristica fructelor omonime, determina decizia
consumatorilor de a-1 procura, iar 1n raport cu alti indici senzoriali este martorul starii si calitatii.

Mostrele de iaurt au fost fabricate prin metoda brevetata (335), introducand colorantul
ACCQG 1n etapa finald de fabricare. Culorile mostrelor de iaurt au fost evaluate prin tehnica CIELab
(instrumentul ,,Konika-Minolta™), folosind ca reper iaurtul fara colorantul addugat. Au fost
determinate valorile coordonatelor L*, a*, b* care sunt prezentate in tabelul 4.9.

Tabelul 4.9. Parametrii CIELab si fizico-chimici ai mostrelor de iaurt cu ACCG

Concentratia ACCG 0% 0,1% 0,2% 0,3% 0,4%
Luminozitate (L*) 75,1 75,3 74,8 74,4 74,6
Coordonata ,,Rosu-Verde” (a*) -2,9 -4,2 -4,7 -5,2 -5,2
Coordonata ,,Galben-Cian” (b*) 9,1 13,3 15,5 18,0 18,4
Diferenta de culoare (AE) - 4.4 6,7 9,2 9,6
Substanta uscata, % 11,7+0,1 11,8+0,1 11,9+0,2 12,0£0,2 12,1+0,2
Grasimi, % 3,00+0,11 297+0,10 2,96+0,09 2,96+0,09 2,96=+0,09
pH 4,40 +£0,03 4,41 +£0,03 4,46+0,03 4,48+0,03 4,44+0,03
Viscozitatea, Pa - s 3,31+0,17 3,90+0,20 3,84+0,19 3,93+0,20 3,97+0,18
Indice de sinereza, % 70,86+ 0,71 66,31+ 0,67 62,84 +0,63 60,78 + 0,61 61,65+ 0,62
Scoruri senzoriale 4,8+0,2 42 +0,4 44+0,3 4,6+0,2 49+0,1

Din datele prezentate in tabelul 4.9 rezulta cd continutul rezonabil de colorant galben este
de 0,3...0,4%, respectiv, 3...4 g colorant per 1 kg iaurt. Depasirea acestei cantitdti nu duce la
variatii substantiale ale parametrilor cromatici a*, b* si AE. La cresterea continutului ACCG de la
0,3 la 0,4%, parametrul AE creste doar cu 0,4 unitati, in timp ce AE in diapazonul 0...1 nu este
perceput cu ochiul liber fara instrumente cromometrice digitale (336). Datele obtinute coreleaza
bine cu modelul estimativ obtinut in baza extinctiilor si reprezentat in forma unei scari (figura
4.18). Valorile parametrilor fizico-chimici evidentiaza o crestere usoara a continutului de substante
uscate si a vascozitatii, concomitent cu reducerea indicelui de sinereza, in timp ce continutul de
grasimi s1 pH s-au mentinut relativ constante. Reducerea indicelui de sinereza (ce reprezinta un
efect pozitiv pentru calitatea iaurtului) poate fi atribuitd capacitdtii colorantilor de a lega
moleculele de api in matricea produsului. Mostrele de iaurt cu un continut ACCG de 3 si 4 g'kg!
1aurt au fost monitorizate in perioada de depozitare, inclusiv masurand parametrii cromatici (236).

In calitate de proba-martor s-a utilizat proba de iaurt cu adaos de Tartrazina, E-102 (tabelul 4.10).
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Tabelul 4.10. Valorile parametrilor cromatici CIELab ai iaurturilor cu coloranti

Colorant 0,3% ACCG 0,4% ACCG 0,1% Tartrazina
Timp depozitare, zile 0 28 0 28 0 28
Luminozitate, L* 74,4 74,6 74,6 74,0 75,2 75,5
Rosu-Verde, a* -5,2 -5,1 -5,2 -5,3 -5,8 -5,9
Galben-Cian, b* 18,0 18,0 18,4 18,9 18,3 18,6

Valorile parametrilor cromatici, prezentate in tabelul 5.9 demonstreazd indubitabil
stabilitatea cromatica a iaurtului cu colorantul ACCG al sistemului alimentar integral in decurs de
4 saptdmani. Culoarea iaurtului atat apreciata vizual, cat si determinata prin metoda CIELab, este
practic constanta in toatd perioada monitorizarii. E de mentionat ca addugarea colorantului ACCG
in proportii de 0,3 si 0,4% de asemenea a conferit probelor de iaurt, in afard de nuante galbene
placute, si 0 aroma discretd, specifica inflorescentelor de sofranel.

Analiza prin metoda HPLC a sistemelor alimentare polifazice necesita pregatirea speciala
a mostrelor pentru injectare. Avantajul iaurtului ca obiect de studiu consta in usurinta relativa de
a obtine faza apoasa supusa analizei. La centrifugare la 6000 rotatii per minut timp de 15 minute
iaurtul se stratifica in trei faze: solida proteicd, apoasa si lipidica. Faza coloratd apoasa este
prelevata, se trece prin filtrul PTFL cu diametrul porilor 0,45 sau 0,22 microni si se injecteaza.

Vizualizarea rezultatelor identificarii chinocalconilor in iaurt dupa 7 zile de depozitare se

observa pe cromatograma inregistrata la A = 404 nm, ,,medie” pentru calconii din ACCG.

masl Wax Intensity : 704991
i []4|'|m.4|'|m Time 14.39? Inten. '135.999
200
5 >
1E-EI—_
100} =
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14,0 145 15,0 15,5 16,0 16,5 17,0 17,5 18,0 18,5 min

Figura 4.19. Chinocalconii identificati in iaurt cu ACCG dupa 7 zile de depozitare

Datele obtinute prin prelucrarea valorilor ariilor picurilor calconilor (hidroxisafflor galben
A, HSYA, anhidrosafflor galben B, AHSYB, precartamind, Pcrt) demonstreaza un raport constant

al calconilor de-a lungul perioadei de depozitare.
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Tabelul 4.11. Chinocalconii galbeni detectati in iaurt cu adaos de 0,4% ACCG

Chinocalcon tr, minute A, nm Specie, mg-(100g)™!
HSYA 14,4+ 0,1 402 248+ 9
Pert 16,1 £0,1 407 72 +3
Neidentificat 16,4+ 0,1 406 32+2
AHSYB 18,2+ 0,1 409 48 +£2

Parametrul cromatic ,,diferenta de culoare”, AE, caraterizeaza direct lungimea (dar nu si
directia) vectorului de schimbare a culorii. Daca In compozitia iaurtului ar avea loc degradarea
chimica a chinocalconilor de culoare galbena, acest lucru ar putea provoca schimbari vizibile ale
parametrilor cromatici, in special luminozitatii, care ar deveni esentiale in perioda de depozitére a
iaurtului. Diferentele de culoare experimentale, AE, obtinute in decurs de 4 saptimani de
depozitare, sunt reprezentate in figura 4.20. Diagramele indica o crestere a diferentei de culoare
(AE) pana in ziua a 7-a, urmata de un minim local in ziua a 14-a, explicata prin atingerea unui
echilibru intre formele colorantilor si fixarea lor cu proteinele si polizaharidele din matricea

iaurtului. Dupa 14 zile, procesele oxidative predomina, crescand si AE (337), (338).
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Figura 4.20. Dinamica parametrului AE a iaurtului cu ACCG si cu tartrazina

Dinamica valorilor parametrului cromatic AE demonstreaza ca in timpul depozitarii
iaurtului variatia maximalad a culorii nu depaseste 0,8 unitati. Este un rezultat foarte bun din
considerentele ca variatia AE < 3,0 nu se observa cu ochiul liber. Cu alte cuvinte, colorantul ACCG
asigurd functia sa de baza — culoarea produsului — pe toatd perioada de depozitare.

Analiza stabilitatii Tnalte a colorantului chinocalconic in structura complexa lipo-proteica
a 1aurtului demonstreaza ca culorile naturale nu intotdeauna au tendinta sa se decoloreze a priori
in perioadd de depozitare, constatatd pentru majoritatea colorantilor naturali (332). Din aceste

considerente, colorantul ACCG s-a manifestat ca un substituent excelent al tartrazinei.
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Concluzii la Capitolul 4

1. Au fost elaborate tehnologii de obtinere a biopolimerilor alginat de sodiu (de potasiu, de
hidrogen) si arabinoxilan, bazate pe utilizarea proprietatilor fizico-chimice ale acestora. Avantajul
tehnologiei elaborate de extractie a alginatilor constd in obtinerea polimerului cu masa moleculara
inalta. Arabinoxilanul se obtine din acelasi lot de seminte de Linum Usitatissimum L., din care se
extrage ulei bogat in acizi grasi polinesaturati.

2. S-a demonstrat ca biopolimerii poseda proprietati functionale proprii, care se datoreaza
structurii macromoleculare si grupelor functionale in cadrul acestor structuri. Acidul hialuronic,
inulina, alginatii si alcoolul polivinilic influenteaza semnificativ stabilitatea colorantilor naturali
rosii din diferite clase, actionand fie ca agenti de protectie, fie ca factori destabilizatori, in functie
de structura colorantului rosu si de natura biopolimerului.

3. Acidul hialuronic are efect destabilizator asupra antocienilor, in special asupra derivatilor
cianidinei, fapt care se manifestd prin reducerea absorbtiei la 500..560 nm si accelerarea
transformarilor degradative ale antocienilor in solutiile apoase. Aceste efecte limiteaza utilizarea
acidului hialuronic in formulele alimentare, care contin antocieni. In contrast, betanina rosie —
pigment din clasa betalainelor — este stabilizatd in prezenta acidului hialuronic si a alcoolului
polivinilic, in special la concentratii de acid hialuronic mai mari de 0,03%, ceea ce confirma
potentialul acestor biopolimeri privind aplicatiile sinergice.

4. Cartamina, chinocalconul extras din sofrdnel, fiind extrem de instabil in faza apoasa,
formeaza un complex stabil si comestibil cu celuloza microcristalind. Complexarea cartaminei cu
celuloza protejeaza moleculele chinocalconului de actiunea factorilor de mediu (temperatura, pH)
prin formarea legaturii de hidrogen, limitarea rotatiei interne si scdderea activitatii apei.
Stabilitatea complexului cartamind—celuloza este influentatd de pH si temperatura, fiind maxima
in intervalul pH 3,9-5,0 si la temperaturi sub 60°C, ceea ce recomandd acest complex pentru
utilizare in produsele alimentare pasteurizate sau semiumede.

5. Studiile spectroscopice (UV-Vis si FTIR) si analiza RGB confirma diferentele
semnificative dintre comportamentul colorantilor in solutia apoasd si in matricea polimerica,
subliniind importanta fazei solide si a compozitiei matricei pentru prolongarea functionalitatii
colorantilor naturali in alimente. Combinand procesele de extractie, complexare si stabilizare, a
fost elaborata tehnologia de obtinere a colorantilor chinocalconici ACCG si CCC de inaltd
stabilitate, utilizabili in aplicatiile alimentare, Indeosebi la pH < 5, cum ar fi iaurturile cu fructe

pentru care stabilitatea cromatica si compatibilitatea cu matricea lactata sunt esentiale.
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» O idee nu este nimic altceva, decdt conceptul despre
0 perfectiune ce nu se gaseste incd in experienta”

Immanuil Kant

Capitolul 5. PROLONGAREA FUNCTIONALITATII COMPUSILOR
BIOLOGIC ACTIVI PRIN MICROINCAPSULARE

Interactiunile proteinelor cu polizaharidele si cu polimerii din alte clase conduc la aparitia

compozitiilor, care de regulda nu sunt stoechiometrice. Studierea directd si descrierea non-

.....

ai microcapsulelor, obtinuti prin procedee tehnice, numite traditional ,,coacervare simpla” si
»coacervare complexd”, de asemenea, fac parte din astfel de compozitii. Conform definitiei
clasice, ,,coacervatul” este un concentrat de polimer sau un agent activ de suprafata (AAS), care
se separa spontan dintr-o faza lichida, in rezultatul procesului de separare fazica lichid-lichid
(,,Liquid-Liquid Phase Separation”, LLPS), numita ,,coacervare” (339).

Totodata, termenul de ,,coacervare”, folosit foarte frecvent in terminologia microcapsularii
si asociat cu LLPS, nu descrie in mod exhaustiv totalitatea fenomenelor si proceselor fizico-

chimice, care au loc In timpul construirii peretilor microcapsulelor.
5.1. Modelarea mecanismului adsorbtiei gelatinei pe interfata U/ A

Proprietatile hidrofile si hidrofobe ale proteinelor influenteaza fenomenele de
autoasamblare a biomoleculelor att in vivo, cat si in vitro si in situ (340). Gelatina, hidrolizatul
colagenului, ocupa un loc aparte intre biopolimeri, iar unele particularititi de compozitie si
structurale o deosebesc considerabil de alte proteine. Gelatina este un polimer liniar cu masa
moleculard de ordinul 50...150 kDa, care se formeaza la hidroliza spiralei triple a colagenului. Este
una dintre proteinele solubile n apa, care are proprietatea de a forma geluri. Aceasta proprietate
se datoreaza in mare masurd memoriei moleculare a gelatinei si capacitatii ei de ,,a-s1 restabili”
partial structura spiralatd a colagenului prin intermediul legaturilor de hidrogen.

Compozitia cantitativd a gelatinei in aminoacizii din grupa izomerilor prolinei difera
semnificativ de compozitia altor proteine. Astfel, in proteinele miofibrilare, adica celor care
formeaza muschii, predomind prolina hidrofoba (1,3...5,7 %), in timp ce hidroxiprolinele aproape

lipsesc. Dimpotriva, gelatina contine cantitdti semnificative de hidroxiprolind (11). Cantitatea
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hidroxiprolinelor in gelatina alimentara, care se obtine prin hidroliza acida sau bazica a deseurilor
din piele de mamifere si de pesti, poate sa ajungd pana la 14...15 % (11), (341).

Datoritd atasarii grupei — OH la inelul tetrahidropirolic (pirimidinic), hidroxiprolinele sunt
aminoacizi mai hidrofili decat prolina, fapt care partial se confirmd prin solubilitatea dubla a

4-hidroxiprolinei fata de prolind (figura 5.1).

O NH OH HO NH
NH
OH © OH ©
C/
HO 1o % HO

NH
prolina 3-hidroxiprolina 5-hidroxiprolina 4-hidroxiprolina
162 g'L'' (342) - datele nu au fost gasite - - datele nu au fost gasite - 361 g'L' (343)

>

Figura 5.1. Solubilitatea in apa si hidrofilitatea prolinei si hidroxiderivatilor ei

Deosebirile structurale ale gelatinei vor influenta direct proprietatile tensioactive ale
solutiilor ei si procesele tehnologice, care au loc cu participarea acestui biopolimer in timpul
formarii microcapsulelor. Prezinta interes teoretic si practic elucidarea naturii proceselor fizico-
chimice, care conduc la fixarea macromoleculelor de gelatina la interfata picaturilor de ulei in
emulsiile U/A — precursorii microcapsulelor. Caracterizarea hidrofobicitatii sistemelor moleculare
reale, la scara zecilor si sutelor de nanometri, ramane o provocare pentru cercetatori datorita
dependentei  sale netriviale de structura chimicd si  topografia  suprafetelor
biomoleculare (340), (344). Hidrofobicitatea proteinelor influenteaza fenomenele importante de
organizare structurald a proteinelor in solutii, in rezultatul cdrora grupele hidrofobe si hidrofile
formeaza aglomeratii (344), respectand regula ,,sicut attrahit sicut”, ,jasemandtorul atrage
asemanatorul”). La aprecierea hidrofobitdtii gelatinei de obicei nu se ia in consideratie faptul ca
fiecare reziduu de aminoacid din compozitia polipeptidelor si proteinelor contine gruparea
polard -NH-CH™-CO-: (scurtd, cu n(C) < 4, si cu grupa >C=0 asimetrici). Lantul poliamidic al
macromoleculei de gelatind (-NH-CH"~CO-), este puternic hidrofil, iar hidrofobicitatea locali a
macromoleculei de gelatina se bazeaza in exclusivitate pe proprietatile radicalilor apolari laterali.
Polaritatea exprimati a scheletului macromoleculei de proteind (-NH-CH"-CO-), denoti ci doar
numadrul resturilor de aminoacizi cu grupari hidrofobe nu reprezintd un indicator corect al

hidrofobicitatii macromoleculei de polipeptida sau proteina.
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Se propune modelul care estimeaza hidrofobicitatea sumara, HFobs, exprimand numeric

afinitatea proteinei respective pentru faza nepolara (ulei). Modelul este elaborat in baza relatiilor:

. Pentru majoritatea aminoacizilor, in afara de prolina si hidroxoproline izomere:
M(R) = M(AAR) — M(NH, — CH — COOH) = M(AAR) — 74) (5.1)
. Numai pentru prolina si hidroxiprolinele izomere:
M(R) = M(AAR) — M(NH — CH — COOH) = M(AAR) — 73) (5.2)
__ M(R) - ®(AAR)
w(R) = M(AAR-AQ) (-3)
HPhoby = ¥ @ (R)uphob (5.4)
in care:
v M(R) — masa molara a radicalului lateral;
v M(AAR) — masa molara a aminoacidului;
v M(AAR-AqQ) — masa molard a aminoacidului deshidratat, adica a restului de aminoacid,
care intra in compozitia polipeptidei sau proteinei,
v o(R) — fractia de masa a radicalului lateral in compozitia polipeptidei sau proteinei;
v o(R)nrob. — fractia de masa a radicalilor laterali hidrofobi;
v ®(AAR) — fractia de masd a aminoacidului in proteind, conform datelor din literatura;
v HPhobjy — hidrofobicitatea sumara; HPhily, hidrofilitatea sumara se va aprecia similar.

Rezultatele calculelor hidrofobitatii sunt incluse in tabelul 5.1.

Tabelul 5.1. Compozitia gelatinei si continutul recalculat
de grupari laterale hidrofile si hidrofobe

Hidrofile Cod o(AAR) M(AAR) M(AAR-Aq) M@R) o)
1 2 3(11) 4 5 6 7
Arginina Arg, R 10,0 174 156 100 6,4
Acid asparagic Asp, D 6.7 133 115 59 34
Hidroxilizina Hyl, hK 1,3 162 144 88 0,8
Hidroxiprolina Hyp, hP 14,7 131 113 58%* 7,5
Histidina His, H 0,7 155 137 81 0,4
Acid glutamic Glu, E 11,8 147 129 73 6,7
Lizina Lys, K 4,0 146 128 72 2,3
Serina Ser, S 3,1 105 87 31 1,1
Tirozina Tyr, Y 0,4 181 163 107 0,3
Treonina Thr, T 2,2 119 101 45 1,0
Acizilor hidrofili: 54 HPhils 29.9
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Tabelul 5.1 (continuare)

Hidrofobe Cod o(AAR) M(AAR) M(AAR-Aq) MR) o)
Alanina Ala, A 9,0 89 71 15 1,9
Valina Val, V 2,5 117 99 43 1,1
Glicina Gly, G 26,0 75 57 1 0,5
Izoleucina Ile, I 1,0 131 113 57 0,5
Leucina Leu, L 53 131 113 57 2,7
Metionina Met, M 0,6 149 131 75 0,3
Prolina Pro, P 0,0 115 97 42 0,0
Triptofan Trp, W 0,0 204 186 130 0,0
Fenilalanina Phe, F 2,5 165 147 91 1,5
Cisteina Cys, C 0,0 121 103 47 0,0
Acizilor hidrofobi: 46 H-Phobz, %: 8,5

Total acizi: 100 Total ponderea grupelor laterale, %: 38,4

Nota: Datele din coloanele 4...7 sunt calculate de autor, utilizdnd ecuatiile (5.1)...(5.4).

Hidrofobicitatea totald a gelatinei, egald cu 47.0%, care ar fi calculatd ca suma simpla a
aminoacizilor, considerati hidrofobi, este cu mult mai mica, fiind calculatd dupa modelul propus.
Daca se iau in cont doar ponderile radicalilor laterali hidrofobi, HPhobs = 8,5%.

Este remarcabil faptul cd anume absenta prolinei hidrofobe si prezenta hidroxiprolinelor
hidrofile, reduce aproape dublu hidrofobicitatea reald, HPhobs a gelatinei in comparatie cu alte
proteine. Aceastd precizare introduce unele corectari importante in descrierea fenomenelor
superficiale, care au loc in timpul formarii peretilor microcapsulelor prin mecanismul aproape
unanim denumit ca fiind ,,coacervare simpla”.

Coacervarea, in sensul strict al cuvantului, reprezintd formarea cheagurilor sau
,picaturilor” din biopolimeri in stare condensata. De aceea, termenul ,,coacervare simpla”, utilizat
pe scara largd in lucrdrile dedicate microincapsularii, presupune formarea de aglomerari
(,,picdturi”’) de macromolecule ale biopolimerilor la interfata U/A. Totodatd, pentru gelatina,
aranjarea structurald a macromoleculelor in ghemuri este tipicd numai in vecinatatea punctului
izoelectric, cand un numar aproape egal de sarcini pozitive si negative contribuie la realizarea
conformatiei compacte a moleculei (289). Masurarile potentialului electrocinetic { si diagrama
sistemului GelAlg la concentratii foarte mici de alginat demonstreaza ca punctul izoelectric este
nu este potrivit pentru formarea peretilor stabili ai microcapsulelor (99). Construirea peretilor MC

are loc daca se respecta ecuatia (5.5):

IEP - pH = 1,0...1,5. (5.5)
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In aceste conditii, molecula de gelatina reprezintd un zwitter-ion cu predominarea sarcinii

pozitive, notat prin Gel*

. La valorile pH, care diferd mai mult de valoarea punctului izoelectric,
molecula de gelatind se incarca cu mult mai puternic si capacitatea de a forma un ghem datorita
aparitiei centrelor intramoleculare de repulsie electrostatica (345). Totodatd, macromolecula nu-si
pierde complet flexibilitatea, cum ar fi fost In cazul daca ar fi transformata intr-un polication sau
invers, Intr-un polianion pur, grupele functionale ale caruia au sarcini electrice doar de acelasi
semn (346). Prin urmare, acumularea de macromolecule de gelatina la interfata ulei/apa de fapt nu
reprezintd coacervarea clasica, adica, formarea ,picaturilor” de faza condensata in care
macromoleculele ar semana cu ghemul.

Reiesind din ,,sicut attrahit sicut”, formarea unui strat de gelatind pe suprafata fazei
lipidice va fi determinatd de adsorbtia anume a radicalilor laterali hidrofobi, i.e., lipofili

(figura 5.2) si este posibild cand moleculele gelatinei se afld in conformatii non-rigide, ce

corespund starii electrice de zwitter-ion cu sarcind globala moderata - nici ,,0”, nici foarte mare.

O — gruparea polari —NH — CH — COO — sau —N — CH — COO — (la derivatii prolinei)
O — gruparea laterala hidrofila (D - gruparea laterala hidrofoba

Figura 5.2. Schema de adsorbtie a macromoleculei de gelatina pe suprafata picaturii de ulei

La o concentratie suficientd de gelatina in faza apoasd, un strat subtire de macromolecule
adsorbite (si nu coacervate!) si moderat incarcate va acoperi intreaga suprafatd a picaturii de ulei,
creand o barierd mecanica si electrostatica Tmpotriva coalescentei.

Figura 5.2 de asemenea ilustreaza ca din numarul destul de mic de grupari hidrofobe, care
formeaza doar cca 8,5% din masa totala a gelatinei, nu toate participa la actul de adsorbtie. Ca
rezultat, la interfata U/A se formeaza in realitate nu un strat de picaturi de coacervat, dar un strat
fin, care, 1n asa stare firava, poate fi numit ,,peretele microcapsulei” doar cu o mare rezerva si care

necesita a fi intarit si fixat pe suprafata picaturii fazei lipidice 1n mod energetic convenabil.
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5.2. Elaborarea si interpretarea diagramei de stare a sistemului

gelatind—sarea acidului poliuronic

Au fost masurate vascozitatile solutiilor de alginat de masa molara inalta, obtinut conform
(309), si de gelatind comerciala de calitate, la diferite valori ale pH. Au fost reprezentate

dependentele grafice ale vascozitatii specifice de fractia de masa a polimerului (figura 5.3).

epH=45 mpH=5,5 ApH=65 epH=45 ®mpH=55 ApH=65
10,0 - 1,6 -
9.0 y=-64583x+ 9,372 14 y=1,94x +0,508
’ R2=10,9038 R2=009715
8,0 1.2 1 ’
< 70V =-11,458x+8,96 _ Lo A (60x+0341
NI R2=0,9447 208 - R2=0,9971
% 6,0 - £y
= = 0,6
5,0 \'\.\0\0\.\ 04 -
40 y = -4,6458x + 5,641 02 | y =0,46x + 0,124
R?=0,8647 ’ R2=0,9497
3,0 ; ; ; ; ; ‘ 0,0 ; ; ; ; ‘ ‘
0,00 0,05 0110 0115 020 025 0,30 00 01 02 03 04 05 06
o (alginat), % o (gelatin), %
A B

Figura 5.3. Functii Mark-Hauwink-Sakurada, ns, = f (®potimer): A — alginat (309); B — gelatina ,,B”.

Extrapolarile functiilor nsp = f (®polimer) 12 @potimer = 0 sau la dilutie infinitd dau valoarea
viscozitatilor caracteristice, [n], utilizatd in metoda Mark-Houwink-Sakurada, ecuatia (2.1).

Pentru alginatul nativ, obtinut din talul de Saccharina japonica, [n] a alcatuit 9,37%",
respectiv, 937 mL/g, si este potrivit cu valorile [n] pentru probele comerciale de alginat pur de la
,,Sigma-Aldrich” (actual ,Merck”) — 1040 mL-g! (241). Din acest motiv, au fost utilizate
constantele K = 0,0073 si o = 0,92 preluate din surse bibliografice. Valoarea rezultatd a masei
moleculare, 357kD, coreleazi cu multe referinte. In cazul proteinelor liniare, cum ar fi gelatina,

Ecuatia Mark-Houwink-Sakurada, (2.1), se transforma in ecuatia (5.6):

Mpolimer/MO = ( [U]/K)l/“ (5.6),

in care My este masa molard medie a unitatilor structurale (aminoacizilor) din proteina respectiva
si pentru gelatina de tipul ,,B”, Mo = 110D. Vascozitatea intrinseca experimentald a gelatinei,
[n]=0,508%"'=50,8 mL-g"'. Valorile constantelor K =0,166 si o= 0,885 (347) duc la masa
molard viscozimetrica experimentala a gelatinei de tip ,,B”, egala cu 70,8 kD.

Cunoasterea maselor molare ale ambilor biopolimeri si ipoteza argumentata detaliat in (99),
precum ca alginatul si gelatina formeaza o faza continud in orice proportie, dand posibilitatea de

estimare a maselor moleculare ale complecsilor supramoleculari Gelatina-Alginat:
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MGelAlg = MAlg +

ZZ; * Mgel = Majg (Zilg‘ + 1) (5.7).
Produselor alimentare le corespund valorile pH = 3,0...7,0. Pentru limpezirea bauturilor
fermentate si nefermentate se utilizeaza tratamente consecutive cu solutii de gelatina de 0,0...3,0%
si cu sarurile acizilor poliuronici de 0,0...0,3%. Se constata ca in aceste conditii limpezirea are loc
prin co-sedimentarea complecsilor proteina-poliuronati (348). Solutiile cu concentratii similare se
folosesc si pentru microincapsuldrile prin metoda ,,coacervarii complexe” (349), (98).
Experimental au fost create sisteme 1n care concentratia gelatinei este de 1...3%, iar raportul
mgel/marg variaza de la 1 pana la 90 (99). Au fost prestabiliti factorii, masurati parametrii
electroforetici ai acestor sisteme si calculate potentialele electrocinetice in cazul formarii solurilor.

Rezultatele calculelor cu ajutorul ecuatiilor (2.1) si (5.6) sunt prezentate in tabelul 5.2.

Tabelul 5.2. Tipuri de coloizi si {-potentiale ale solurilor in sistemul Gelatini-Alginat

mca/Mag 1,1 2,5 4,3 6,7 10 15 23 40 920
logio(mce/maig) 0,041 0,398 0,633 0,826 1,00 1,18 1,37 1,60 1,95
nGel / Al 8 18 30 47 70 105 162 281 632
Mgaag * 10°,D 0,75 1,25 1,89 2,75 3,93 5,71 8,57 14,6 32,5
pH Tip coloid. Sol, daca este indicat potentialul {, mV. Al == 3,0 mV
4,5 solutie vascoasa -40,7 -32,0 +14,5
4,0 -34,1 -39,8 22,7 suspensie de flocule mari +17,0 gel
3,5 -37,8 349 262 -203 48,7 +11,6 +174 4291 gel

La valori scazute ale pH, electroforeza a fost perturbatd de mediul acid. De aceea, a fost

gasitd o modalitate de a evalua sarcina electricd a complecsilor n mod vizual (figura 5.4).

N N NN N N NN N N NN NN NN NN

0,2 040608 10 1,2 1,4 1,6 1,8 0,2 040608 10 1,2 1,4 1,6 1,8
- - - =204 + + + 4+ - =20 4+ 4+ + + + +

A B
Figura 5.4. Echilibrul de sedimentare a sistemelor GelAlg, logo(mce/mai),
semnul sarcinii floculelor: A —la pH = 3,0 ; B — la pH = 2,5.
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In coloizii GelAlg, obtinuti la pH = 3,0 si la pH = 2,5, se stabileste un echilibru persistent
timp de 3...5 zile. Semnul fazei solide se determind din aspectul seriei in intregime (figura 5.4).
Astfel, combinand electroforeza cu controlul vizual al starii coloizilor la pH mic, au fost

determinate conditiile de formare a complexelor neutre GelAlg® la deferit pH (tabelul 5.3).

Tabelul 5.3. Parametrii complexului neutru GelAlg® la diferit pH

pH 4,5 4,0 3,5 3,0 2,5

log1o(mGa/m ag) 1,7 1,1 0,9 0,80 0,60
MGelMalg 50,1 12,6 7,9 6,3 4,0
NGl Maig 352 89 56 44 28

Moang - 10 D 182+13 4864035 3,18+023 2,610,119  1,79+0,13

Prezenta grupelor functionale acide si bazice imbogéteste proprietatile electrochimice ale
solutiilor de gelatind. La valorile pH mai mari decat punctul izoelectric (IEP) gelatina se afla in
stare de zwitter-ion cu predominanta sarcinilor negative, notat Gel "~ ~. La pH > 10 macromolecula
de gelatind devine un anion doar cu sarcinile negative, Gel ~. Totodata, gelatina se afld in forma de

177", la pH mai mic decat IEP si este convertita in

zwitter-ion, Incarcat preponderent pozitiv, Ge
policationul Gel ¥, la pH < 2,0 (350) (351).

Tabelul 5.3 demonstreaza ca punctul de neutralitate se deplaseaza catre valori mai mici ale
raportului mge/mayg , cdnd pH scade. Totodatd, la valorile pH apropiate de IEP o cantitate foarte
mica de saruri poliuronice provoaca formarea fazei solide GelAlg.

Diagrama de faza a sistemului gelatina—poliuronat, construitd in coordonatele ,,Raport
Gelatina/Poliuronat = f (pH)” (figura 5.5), reprezintd conceptualizarea graficd a legitatilor
raportate in tabelele 5.2 si 5.3. Fiind o extindere la un domeniu larg de pH si raport de biopolimeri,
diagrama prezintd un mare interes practic pentru controlul proceselor de interactiune intre gelatina
st sarurile acizilor poliuronici sau alti polianioni, care se utilizeaza in tehnici de microincapsulare.
In diagrama se evidentiazi cel putin 6 domenii, I... V1.

Domeniul I corespunde respingerii electrostatice reciproce a anionilor Gel™ si anionilor
Alg™. Cea mai mare parte a Domeniului I este situata in partea superioard a diagramei, la pH > 5,
adicd, deasupra punctului izoelectric al gelatinei. In partea stinga a diagramei, unde raportul
mcet/maig = 1, hotarul acestui domeniu coboard spre valorile de pH mai mici (4,50...4,00),
probabil, datorita excesului alginatului, respectiv, formarii complecsilor cu sarcina negativa mare.
Aceastd ipotezd se confirmd prin formarea in conditiile respective a solutiillor vascoase

transparente, in locul solurilor coloidale sau floculelor, care se formeaza la neutralizarea reciproca.
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Figura 5.5. Diagrama de faza a sistemului gelatini-alginat in coordonatele
»tipul complexului si sarcina moleculelor gelatinei = f (raport Gel/Alg, pH)” (99)

Domeniul II corespunde formarii particulelor cu sarcina negativa, GelAlg™ (ori, in cazul
acidului hialuronic, a GelHUr") in lipsa formelor libere Alg~ sau HUr . Experimental s-a
demonstrat cd, in functie de concentratie si gradul de maturitate a sistemului coloidal, particulele
GelAlg ™ sau GelHUr ™ pot forma soluri opalescente, floculi sau suspensii (tabelul 5.2). Se cunoaste
ca acizii uronici alimentari, alginic si hialuronic au forma anionica la pH > 3,5 (352) (239). Prin
urmare, anume la aceste valori ale pH in sistem predomind polianionii de alginat sau hialuronat,
care compenseaza sarcinile pozitive ale zwitter-ionilor de gelatind. Sedimentarea structurilor
formate supramoleculare incércate si puternic hidratate este foarte lenta datorita respingerii dintre
suprafetele particulelor cu sarcina globalad negativa si dureaza uneori zile si sdptamani.

Coloizii, formati in conditii ce corespund Domeniului II, ar putea sa reduca utilizarea
gelatinel pentru limpezirea bauturilor. Efectul poate fi util la elaborarea alimentelor speciale
pentru diferite categorii de consumatorii, care, din diferite motive, se abtin de la consumul
proteinelor de origine animala (353). Prezentand, de fapt, niste structuri supramoleculare cu
sarcind globald negativa, complecsii GelAlg ~ si GelHUr ~ manifestd proprietati de legare a
cationilor metalelor (354). Din aceste considerente, complecsii respectivi prezintd interes in

calitate de aditivi autorizati In productia vinurilor si bauturilor non-alcoolice (348).
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In Domeniul III se observi o interactiune similard cu cea descrisi pentru Domeniul II. Un
exces mare de gelatind sub forma de zwitter-ion, dar incarcat pozitiv, Gel ™", determina sarcina
pozitiva globald a coloizilor in forma de floculi si soluri Gel"Alg. Sistemele coloidale, fiind
incarcate, sunt stabile cinetic si se sedimenteaza lent.

Domeniul IV se caracterizeaza prin formarea sedimentelor sub forma de fulgi (flocule)
voluminosi si densi, care se depun rapid. Faptul formarii si sedimentarii bruste a floculelor, precum
si experientele nereusite privind determinarea sarcinii lor, folosind electroforeza, demonstreaza ca
sarcinile solurilor si floculelor, obtinute in conditiile Domeniului IV, sunt aproape nule. Se
formeazi complecsii neutri GelAlg’. Pe miasura cresterii pH, Domeniul IV (cu particule neutre)
inclina spre concentratii mai mari ale gelatinei, deoarece astfel se compenseaza cresterea ponderii
sarcinilor negative ale biopolimerilor respectivi. Gelurile din gelatina alimentard purd manifesta
cea mai mare turbiditate la pH =4,75...5,00, ce corespunde punctului izoelectric al gelatinei de
tipul ,,B” (355) si, astfel, determind pozitia punctului superior al Domeniului IV. Sarcina
complecsilor GelAlg tinde spre zero in conditiile in care raportul mger / mayg creste si pH se apropie
de IEP. In timpul sedimentarii, fulgii GelAlg® formeaza aglomerate care isi pierd rapid capacitatea
de a se peptiza.

Conditiile corespunzdtoare Domeniului [V au importantd practicd pentru precipitarea
coloizilor nedoriti in bauturi, folosind procedeele de co-sedimentare (289). Pe de alta parte, se
poate constata cd formarea structurilor tridimensionale neutre GelAlg® este nedoritd in cazurile
cand repulsia electrostaticd intermoleculard este necesara pentru a evita coagularea particulelor
solide ale fazei coloidale. In procesul producerii microcapsulelor prin metoda coacervirii
complexe, conditiile ce corespund Domeniului IV, neutralitatea complecsilor GelAlg, GelHur sau
analogilor sai este contraindicatd pentru stabilitatea termodinamica a peretilor.

Domeniul V se caracterizeaza prin valori scdzute ale pH. La pH <4, solutiile de gelatina
capata o transparenta ridicata, care este inerentd solutiilor reale ale SMM si solutiilor non-
coloidale. Aceasta transparentd apare din cauza intinderii moleculelor in urma repulsiel
intramoleculare (predominanta sarcinilor pozitive in zwitter-ionul Gel ™ (289), (356). In acelasi
timp, alginatul la valori mici ale pH se comporta cu totul altfel. La pH < 3,5 alginatul incepe sa se
precipite in forma acidului alginic, deoarece pKacia = 3,5 (241), ce se observa prin pierderea
transparentei solutiilor de alginat, urmatd de gelifierea lor. Simplificat, anionii acizilor poliuronici

pot fi notati ca Alg” si HUr . In acest caz, reactiile de formare a acizilor respectivi vor arita identic:
Alg +H" - HAlg

HUr + H" — HHUr ¢
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Domeniul VI corespunde valorilor pH < 2 in care HAlg sau HUr sunt deja precipitati, dar
macromoleculele de gelatind, ca si In cazul Domeniului I, capdtd forma liniard, aceasta
reprezentand practic policationul Gel”. Asadar, in conditiile ce corespund Domeniului VI,
macromoleculelor de gelatina le apartine in exclusivitate sarcina pozitivd, iar formarea
complecsilor GelAlg" sau GelHUr" este imposibild, deoarece alginatul si hialuronatul la pH < 3,2
se afli in exclusivitate in forme electrice neutrale, HAlg® si HHUT® (99).

Diagrama de faza, obtinutd experimental si reprezentatd in figura 5.5, a fost utilizatd
ulterior pentru caracterizarea proceselor de formare si stabilizare a microcapsulelor, obtinute prin
utilizarea sistemului gelatina-poliuronat, prin incapsularea picaturilor de lipidide cu CBA.
Diagrama ajutd la explicarea mecanismelor de destructie a microcapsulelor in diferite medii,
respectiv, la stabilirea conditiilor de eliberare controlatd a continutului biologic activ in sistemul

gastrointestinal.

5.3. Tehnologia microincapsulirii CBA si controlul stabilititii microcapsulelor

Tehnologia de obtinere a microcapsulelor comestibile care contin compusi biologic activi
liposolubili trebuie sd micsoreze pierderea fazei lipidice biologic active, care ar putea avea loc
datorita microincapsularii incomplete. Peretii microcapsulelor trebuie sa contina doar componenti
comestibili, admisi In calitate de aditivi. Examinarea sistemelor-model prezentate anterior a
demonstrat ca prezenta in faza lipidicd a compusilor si compozitiilor tensioactive naturale
(extractului de ceai verde 1n ulei, lecitinei) favorizeaza formarea emulsiilor stabile U/A. De
asemenea, pentru a stabiliza emulsia U/A si, concomitent, a initia procesul de formare a
microcapsulelor pot fi utilizate proprietdtile gelatinei de a se adsorbi pe suprafata uleiului,
efectuand totodata controlul temperaturii in timpul procesului.

Emulsia U/A cu caracteristicile necesare pentru initierea formarii microcapsulelor se
formeaza prin amestecarea fazei uleioase, supuse microincapsuldrii, cu solutii de gelatind de
3...4%, pH careia este de 2,5...4,0 (98). Anume 1n acest interval al pH microcapsulele cu peretii
din gelatind-alginat au stabilitate mecanica 1naltd. Acest interval poate fi extins pana la
pH = 1,5...5,0 pentru microcapsulele cu peretii din gelatind-hialuronat.

Prin multiple incercari si experiente nereusite a fost observat ca efectul stabilizator depinde
nu doar de valoarea pH, dar si de natura acidului utilizat la reglarea pH. Pentru aceleasi valori de
pH, acidul citric contribuie mai bine la consolidarea straturilor proteice la suprafata picaturilor de
ulei decat acidul clorhidric. Din datele bibliografice relativ recente (357) rezulta ca acidul citric

(monohidroxitricarboxilic) poate genera pana la sapte legaturi de hidrogen (figura 5.6).
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Figura 5.6. Formarea structurilor supramoleculare 3D intre acidul citric si biopolimeri

Modelarile computationale recente au demonstrat ca formarea legaturilor de hidrogen
multiple este energetic mai convenabild decat realizarea starilor conformationale, n care gradul
de saturare cu legaturile de hidrogen este redus (358). Conform datelor modelarilor, molecula de
acid citric tinde sa formeze un numar maximal, sapte legaturi de hidrogen cu alti componenti ai
sistemului. Astfel, in sistemele care contin biopolimeri cu proprietdti hidrofile, acidul citric va
favoriza formarea unor structuri supramoleculare 3D. Taria legéturilor de hidrogen este functie
de pH; de aceea controlul pH are un rol decisiv la formarea structurilor tridimensionale intre
polimerii incércati cu ,,+” ale proteinei si cei incércati cu ,,-” ale acizilor poliuronici (359), (360).

Etapa de formare a emulsiei necesita respectarea unui interval ingust de temperatura,
50...60°C, mai rar 60...80°C, care se restrictioneazd cu At =+2,0°C. Respectarea limitelor
temperatura, dar si datoritd instabilitdtii CBA la incalzire. Dupa formarea emulsiei urmeaza racirea

ei lentd pana la 15...20°C (tabelul 5.4).

Tabelul 5.4. Interactiunea factorilor de influenta in procesul de formare

a microcapsulelor tip rezervor

Regim ,,viteza-temperatura-timp” Replica sistemului studiat
Viteza joasa de agitare (25...75 rot-min™) Formarea emulsiei instabile cu picaturi
:E in toate etapele microincapsularii si la =) mari de ulei (50...100 pm), sciderea
g toate regimuri termice randamentului microincapsularii
©
E Viteza inalta (300...450 rot-min’') de Formarea solzilor de gelatina in stare libera
o A S o o .
= agitare in toate etapele microincapsularii care nu participa la formarea peretilor MC
£ — ; ; ;
% Scaderea lenta a vitezei de agitare urmata | Distrugerea MC prin formarea a trei faze
9 de micsorarea bruscd a temperaturii aparte: ulei, apa si solzi de gelatina
(%}
=
w Scaderea lenta a temperaturii care are Formarea ,,protomicrocapsulelor”

loc concomitent cu sciderea treptatia B stabile, lipsa fazelor separate de ulei si
vitezei de agitare de gelatina
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Viteza agitarii influenteaza neunivoc in diferite etape ale procesului de microincapsulare si
necesitd a fi monitorizatd. S-a observat ca scaderea brusca a vitezei de rotatie poate sd provoace
coalescenta fazelor si esuarea microincapsuldrii. Rezultate bune au fost obtinute cand viteza de
agitare scadea lent de la 300...450 rot'min™ pana la 25...75 rot-min’!, concomitent cu racirea lenta a
amestecului de reactie de la 60...90°C pana la 15...20°C (tabelul 5.4). Dupa cele remarcate,

cresterea eficientei microincapsuldrii coincide dupa directie cu scaderea entropiei.
5.3.1. Formarea si consolidarea peretilor microcapsulelor

Administrarea solutiilor de alginat cu concentratii de 0,02...0,50% in sistemele-model, care
contin gelatind, duce la cresterea rezistentei solutiilor. Acest semnal electrochimic indica o scadere
brusca a numarului de purtatori de sarcini datorita formarii complecsilor proteina-polizaharida.

Etapele procesului de consolidare a peretilor microcapsulelor gelatina-alginat pot fi
determinate experimental si vizualizate cu ajutorul profilului electrochimic, determinat cu ajutorul

SSF-MC-CEP (figura 2.4). Patternul experimental tipic (158) este reprezentat in figura 5.7.

/\ |3

replici

200 40 60
NaAlg 0,5%, mL

N2,S0, 16%, mL

| coordonata procesului >

Figura 5.7. Profilul electrochimic al procesului de interactiune Gelatina-Na,SO4-Alginat:

Replici (0...5): a — rezistenta, k; b — densitatea, g-mL” ; ¢ — molaritatea Na;SO0y4, mol-L;
Fenomene (etape): I — deshidratarea gelatinei; I — depunerea Gel ™ pe suprafata picaturilor;
III — formarea complexului GelAlg*; 1V — formarea GelAlg’; V — formarea GelAlg".

In etapele I si IT (figura 5.7) la solutia de gelatind se administreaza solutie 16% de Na>SO4.
Odata cu administrarea cantitatilor mici de alginat, la inceputul etapei 11, rezistenta solutiei creste
lent. Tinand cont de diagrama sistemului GelAlg (figura 5.5), aceste conditii corespund unei

cresteri treptate a masei moleculare a complecsilor GelAlg®, mentinandu-se, in acelasi timp, o
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sarcind pozitiva. La finalul etapei 111, odatd cu adaugarea a aproximativ 1/2 din cantitatea totala de
alginat, are loc o reducere brusca a rezistentei sistemului. Aceasta corespunde realizdrii unui raport
de masi de m(Gel) / m(Alg), ce corespunde formirii agregatelor neutre GelAlg® si precipitirii lor
ulterioare. Procesul este insotit de o scadere a viscozitatii sistemului si de sinereza fazei de

biopolimer, ducand la expulzarea sulfatului de sodiu in solutie, conform ecuatiilor:
GelAlg's) + Alg (aq) — GelAlg’s)
Na2SO4(Gelalg) — NazSOuaq) — 2Na“(ag) + SO4* (ag)

Desi primul proces este insotit de o scadere a numarului de sarcini, urmeaza sinereza si
expulzarea excesului de sulfat de sodiu in faza apoasa, care contribuie la cresterea concentratiei de
particule conductoare si la o scadere a rezistentei (etapa IV). In cele din urma, odati cu adaugarea
unor cantitdti mai mari de alginat, are loc formarea micelei bifazice, incarcate negativ, GelAlg™.

Viscozitatea solutiei creste din nou, in consecinta, creste si rezistenta:
GelAlg’s) + Alg (ag — GelAlg (stag).

Formarea fazei condensate a gelatinei, corespunzatoare formarii peretilor microcapsulelor,
are loc prin expulzarea excesului de apd din gelatind prin deshidratare cu sulfat de sodiu,
concentratia cdruia, conform datelor obtinute prin utilizarea SSF-MC-CEP, constituie 6...7%.
Etapele de formare a peretilor microcapsulelor de tip GelAlg, inclusiv neutralizarea si reincarcarea
lor, sunt insotite de modificdri mdsurabile ale valorilor rezistentei fazei apoase in care are loc
microincapsularea lipidelor biologic active. Scaderea brusca a rezistentei in punctul de reincarcare
este cauzatd atat de scaderea viscozitatii fazei lichide, cat si de sinereza fazei polimerice la
formarea complecsilor neutri GelAlg’, care, la randul lor, provoaca difuzia sulfatului de sodiu din
peretele microcapsulei in solutie.

Peretii microcapsulelor de tip rezervor, mononucleul cédrora consta din lipide lichide,
reprezinta nu un solid, dar un gel hidrofil, care acopera nucleul microcapsulei cu un strat continuu
subtire (118). Compusii cu proprietati de disecanti pot sd provoace sinereza stratului gelului, care
formeaza peretele microcapsulei. Aparent, fenomenul de sinereza va cauza consolidarea peretilor
microcapsulelor, dar, dupa cum a fost demonstrat, nu este intocmai asa.

Datorita solubilitatii anomale a sulfatului de sodiu, sinereza eficientd are loc prin
administrarea solutiei de sulfat de sodiu de 12...16%. Folosind acest diapazon de concentratii al
solutiei administrate, este asigurata formarea peretilor MC. Totodata, se evita coagularea iminenta
a gelatinei (98). Utilizarea sulfatului de sodiu cu concentratia mai micd de 12% nu asigura

stabilizarea peretilor gelatinosi, iar la concentratia solutiei de sulfat de sodiu mai mare de 16% se
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formeaza un sediment marunt nedorit, care consta din diferite forme de sulfat de sodiu
cristalohidrat si provoaca distrugerea mecanica a microcapsulelor. La administrarea solutiei de
sulfat de sodiu cu concentratia, ce depaseste 16%, gelatina coaguleaza in locul administrarii.

A fost studiatd influenta Na>SO4 asupra dinamicii consolidarii membranelor MC (256).
Probe de 20 mL ulei vitaminizat (UFS : concentrat de beta-caroten, 3...4 : 1) a fost adaugate peste
100 mL solutie gelatind (3%, pH=2,5...4,5), incalzita la 80°C. Amestecul a fost agitat energic
pani la formarea emulsiei U/A. Dupa ricirea lentd, 2°C-min’', la agitarea continui a emulsiei pana
la 25°C, s-a picurat solutie sulfat de sodiu 16%, 1..2 mL-min"'. In timpul administrrii NaSOj s-
au prelevat probe a cate 20 mL din amestecul de reactie. Probele selectate au fost tratate cu 4 mL
solutie NaAlg cu o vascozitate specifica de 1 =0,72 = 0,01. Probele au fost centrifugate timp de
10 minute la 9000 rpm. Microcapsulele au fost separate de mediul supernatant si fierte in apa
distilata timp de 15 minute. In proba cu concentratie minima, dupi astfel de prelucrare, s-a degajat
ulei 1n stare liberd, care a fost absent in probele urmatoare. Microcapsulele au fost centrifugate n
aceleasi conditii, separate de faza apoasa, uscate usor pe hartie de filtru si plasate pe lamele de
portobiect cantirite in prealabil. Lamelele au fost uscate pana la o masa constantd a rezidiului

solid, mrs, la temperatura de 75 £+ 5°C (tabelul 5.5).

Tabelul 5.5. Influenta concentratiei Na; SO, asupra ponderii peretelui in microcapsula

Proba Na,S0,4, % myic, & mg, g mgs, g Wperete = ® T Aw
S1 4,57 0,50+£0,01 16,993 £0,017 17,327+ 0,017 0,33 £0,05
S2 5,45 0,67+0,01 31,177+0,017 31,693 +£0,017 0,23 + 0,04
S3 6,33 0,88 £0,01 31,037+0,017  31,727+0,017 0,22 + 0,03
S4 7,21 0,32+0,01 30,123+0,017 30,367 £ 0,017 0,24 £ 0,08

Nota: myvc — masa probei de microcapsule centrifugate, spélate si uscate cu hirtie de filtru; mr-masa

lamelei de portobiect; mgrs — masa rezidiului solid.

Starea maximal trainica a peretelui MC corespunde cu minimumul valorii parametrului
Wperete $1, cOnform datelor prezentate in tabelul 5.5, corespunde concentratiilor Na>SO4, cuprinse
in intervalul 5,4...6,4%. E de mentionat ca aceste date se incadreaza, in sensul direct, in intervalul
determinat prin utilizarea SSF-MC-CEP. Adica, valoarea optima a concentratiei Na;SO4 a fost
determinatd prin doua metode independente, obtindndu-se corelarea rezultatelor.

Desicantul 1si va indeplini functia numai atit timp, cat va face parte din compozitia
peretelui microcapsulei. Dupa stabilirea echilibrului dintre peretele microcapsulei, PMC, si
supernatantul, SN, desicantul va fi repartizat intre aceste doud faze, indeplinind rolul

componentului al treilea, pentru care se respectd Legea de repartitie, ecuatia (5.8):
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CgMC
Krep. = o (5.8)

Aflandu-se in peretele MC, sulfatul de sodiu contribuie la sinereza, autocompresia gelului,
transformandu-1 Intr-un perete stabil: o pelicula subtire, densa si trainica. Desicantul concureaza
pentru moleculele de apa, impiedicand procesul de hidratare si de gonflare a peretelui. Asigurarea
electrodializa prin pelicula de celuloza sunt eficiente pentru indepartarea excesului de desicant din
supernatantul cu microcapsule. Electrodializa se efectueazd cu monitorizarea conductivitatii,
evitand indepartarea completd a Na>SO4 din peretii MC (98). Conform ecuatiei (5.8), substitutia
supernatantului cu un mediu in care desicantul lipseste va provoca difuzia (extractia) acestuia, ce
va duce la destabilizarea si lezarea peretelui microcapsulei. De aceea, depasirea timpului de
electrodializa conduce la destabilizarea peretilor si eliberarea continutului biologic activ.

Precipitarea complecsilor cation-proteind are loc cand moleculele de proteine sunt
incarcate negativ, la pH >IEP (361). Formarea complecsilor cation-proteind ar trebui sa
favorizeze formarea unui perete mai dens al microcapsulei. In realitate, interactiunea ionilor
metalici cu macromoleculele polianionice conduce la neutralizarea sarcinii negative a
polianionului si la coagularea sistemului (348). Studiile sistemului gelatind-guma arabica de
asemenea confirma ca calificativele ,,gros” si ,trainic” nu sunt sinonime pentru peretii
microcapsulelor. Studiul sistemului gelatind-guma arabica (GA) a aratat ca eficienta (randamentul)
microincapsularii practic nu depinde de fractia masica globald a peretelui, crescand la cresterea
raportului gelatina/guma arabica (152). Autorii mai relateaza ca eficienta microincapsularii
scade, daca biopolimerii se depun in mai multe straturi, urmand fiecare data procedura reticularii
ionice. In cazul combinarii reticulirii ionice cu cea covalentd microcapsulele pot deveni mai putin
stabile Tn prezenta unui exces de agent de reticulare ionic, de exemplu, sodiu-trifenilfosfat,
Na-TPP (101), ce reprezintd un caz rar de actiune antagonista a factorilor independenti cu influenta
proprie pozitiva (255). Stabilitatea peretelui este influentata puternic si de factorul de densitate.
Biopolimerii adsorbiti reduc aproape de doud ori tensiunea superficiald pe interfata U/A (257)
(288). Se considera cd picatura de ulei este capabild sd mentind la suprafatd doar un strat subtire,
practic monomolecular de biopolimer (362). Densitatile lipidelor (,,Ulei”), proteinelor (,,Apa”) si
carbohidratilor (,,Apa”) se raporta ca 0,9 : 2,0 : 1,5. Acest raport in sine reprezintd un factor de
destabilizare, deoarece un strat gros de biopolimer nu poate fi retinut, fiind smuls de pe suprafata
picdturilor prin stratificare gravitationala. Astfel, atat intdrirea prin subtiere, cat si ingrosarea
excesiva a peretelui biopolimeric prin utilizarea excesului de biopolimeri pot provoca distrugerea

peretilor microcapsulelor.
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5.3.2. Schema tehnologica a microincapsularii lipidelor cu CBA in stare lichida

Microcapsulele potrivite pentru produsele alimentare lactate sunt particule sferice,
dimensiunea carora nu trebuie sa depaseascad 2...50 microni, pentru a nu influenta proprietatile
senzoriale (363), (364). Tehnologia elaborata de microincapsulare se bazeaza pe datele prezentate
si discutate in subcapitolele 5.2, 5.3.1, 5.3.2. Schema procedeului de obtinere a microcapsulelor

de tip rezervor cu un continut lipidic lichid (98) este reprezentata in figura 5.8.

Solutie 3% gelatina tip B;
pH 2,5..3,0 hpld]u

Emulsionare: 360 rot/min, 80°C (Na1804 16 % )

L] U

. Reducerea continud (0,5 ore)
:
( Emulsie U/A ) ™ W pind ta 60...120 rotrmin si 18...20°C

Solutie 1% alginat de = Continuu: reducerea la t = 10...12°C
sodiu; pH 4,5...5,5 §i Vigitare = 30...40 rot/min

1

Separarea MC de supernatant, decantarea

! 2 cicluri

( pli g“l f]l:;.l:ﬁ- ) - Spilarea la rotatii lente, 30...40 rot/inin
 Z

( Suspensie CBA/MC, ~ 70...75% )

4

Introducerea in produsul alimentar

Figura 5.8. Schema tehnologica de obtinere a microcapsulelor tip rezervor
cu nucleu din CBA-lipidide si perete din sistemul gelatini-poliuronat

Etapele de administrare lentd a componentilor, 0,5...2,0 mL-min™! (referitor la 100 mL
solitie gelatind), sunt notate prin sageatd de contur ({). Solutia de 3% gelatind tip B cu pH de
2,5...3,0 se prepard prin dizolvarea gelatinei in apa fierbinte si ajustarea pH cu acid citric si, la
necesitate, clorhidric. Solutia de gelatina se introduce in reactor cu un agitator si sistem de incalzire

si ricire. La agitarea intens, 360 rot:min’! si la o temperatura de 60...80°C, in solutia de gelatini
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se introduce lent faza lipida, supusa microincapsularii. Dupa obtinerea emulsiei in reactor se
introduce lent solutie de sulfat de sodiu 16%. Concomitent, in timpul administrarii sulfatului de
sodiu, in decurs de 0,5...1,0 ore, viteza de agitare este redusa in continuare pana la 60...120 rot-min
! In acelasi timp, temperatura se micsoreazi pana la 18...20°C. In aceasti etapa, picitura de lipida
se acopera cu un perete din gelatind condensata, insd acest perete este instabil. Microcapsulele,
peretii carora constau doar din gelatind, Incep sa se coaguleze in mod vizibil cu eliberarea
abundenta a fazei lipidice deja peste 15...20 de minute dupa oprirea agitatorului. Fiind lasate peste
noapte, protomicrocapsulele sunt supuse sinerezei totale cu eliberarea fazei uleioase. De aceea,
etapa de construire a unui perete trainic trebuie sd urmeze indatd dupad etapa formarii
protomicrocapsulelor, fara pauza in ciclul tehnologic.

Dupa finisarea administrarii NaxSO4 16%, in reactor se administreazd treptat solutie
1% alginat de sodiu, ajustata la pH =4,5...6,5 cu NaOH si/sau acid citric. Procesul administrarii
lente a NaAlg are loc concomitent cu reducerea temperaturii pana la 10...12°C si a vitezei de
agitare pana la 30...40 rot-min”". In aceasta etapa, in jurul picaturii de lipida se formeaza un perete
din complexul incarcat pozitiv, GelAlg". Aceasta etapa este etapa-cheie care asigura prolongarea
functionalitatii CBA lipidici.

Microcapsulele obtinute sunt separate de supernatant prin decantare rapida si sunt clatite
cu o solutie diluatd de acid citric cu pH = 3,5. Ciclul de separare si spalare se repeta de 2 ori.
Ultima spalare poate fi efectuatd si cu zer, dacd urmeaza introducerea MC in produsele lactate.
Concentratul obtinut de microcapsule contine nu mai mult de 60...70% de microcapsule, iar restul
volumului 30...40%, reprezintd supernatantul. Microcapsulele, separate din supernatant, sunt
instabile, lipindu-se Tmpreund, dupa ce devine aproape imposibila distribuirea uniforma a
microcapsulelor in produsul alimentar.

Procedeul elaborat se deosebeste de variantele cunoscute prin reducerea considerabilad a
numarului de etape intermediare, ceea ce contribuie la micsorarea consumului de timp si resurse
st cresterea randamentului microincapsularii. Spre deosebire de alte metode cunoscute, etapa de
spalare a proto-microcapsulelor, care au doar perete din gelatina, poate fi omisa, iar proto-
microcapsulele obtinute se trateazd imediat cu acizi poliuronici. Se utilizeaza solutie 1...2% acid
poliuronic in stare pura sau extractul (5...15%) obtinut din materia prima corespunzatoare: talul de
varza de mare (Saccharina Japonica) sau creasta cocosului (Gallus gallus domesticus,
masculus) (98), (309), (226).

Prin evitarea etapei intermediare de spalare, de fapt, se asigurd combinarea proceselor de
deshidratare, desulfatare si de stabilizare a MC prin formarea peretelui din complexul proteina-

poliuronat. Inlaturarea prin decantare a solutiei supernatante, urmata de dializa sau electrodializa
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microcapsulelor pani la conductivitatea apelor de spilare de ordinul 10 Sm'm™ face ca suspensia
concentratd de microcapsule sd-si piarda gustul amar datorat prezentei cantitatilor semnificative
ale sulfatului de sodiu, microcapsulele devenind potrivite pentru administrarea lor in produsele

alimentare.

5.3.3. Stabilitatea agregativa a microcapsulelor in cdmpul electroforetic

Microcapsule au fost supuse electroforezei si analizei polidispersitatii prin metoda descrisa
in paragraful 2.3, cu utilizarea ecuatiilor (2.7), (2.8) si (2.9). In tabelul 5.6 este prezentat un
exemplu de calcul al polidispersitatilor MC cu peretii din GelHur in momentul obtinerii.

Tabelul 5.6. Parametrii polidispersitatii microcapsulelor in nascendi cu pereti GelHur

di,min. , pmM di, max. , pm <d>, pm Nwmc, i Ve, i, pm? Vi, pm? 0i, %

0 11,9 5,95 77 110 8493 0,16 £ 0,02
11,9 23,8 17,80 20 2953 59060 1,1+0,1
23,8 35,7 29,65 37 13648 504980 9.4+0,7
35,7 47,6 41,55 25 37559 938970 17,4+1,3
47,6 59,5 53,40 14 79730 1116222 20,7 +1,5
59,5 71,4 65,25 7 145459 1018212 18,8+ 1,4
71,4 83,3 77,15 2 240440 480880 8,9+0,7
83,3 95,2 89,00 2 369121 738242 13,7+ 1,0
95,2 107,1 100,95 1 538664 538664 9,9+0,7

Nota: V; — volumul fractiei; ¢; — fractia de volum a microcapsulelor cu diametrul mediu <d;>.

Din tabelul 5.6 se observa ca functia ¢\ = f (<di>) va reprezenta o distributie de tip Gauss,
dar asimetricd. Eroarea medie ponderatd a metodei pentru determinarea fiecarei fractii individuale
este estimata la aproximativ 7%. Pentru vizibilitatea si interpretarea mai usoard a datelor, celelalte
distributii vor fi prezentate in forma grafica.

Prezenta Na>SO4 impune purificarea concentratului care contine microcapsule prin dializa
sau electrodializa. Cele mai bune rezultate dintre toate metodele de purificare testate a aratat dializa
suspensiilor de microcapsule prin membrane din folie de celuloza. Dializa sau electrodializa
continud pani la atingerea conductivititii 10 Sm-m! a apelor de spilare. Dializatul (suspensia de
microcapsule) se supune electroforezei, folosind urmatorii parametri pentru electrozii din
grafit / otel inox, respectiv: distanta catod-anod: 10 / 25 cm; tensiune: 10/ 100 V; intensitatea
campului electric: 100 /400 V-m™!. La anod (+) distrugerea microcapsulelor nu a fost observati
nici dupa 10...20 minute de electroforeza. La catod microcapsulele, indeosebi cele mari, au fost
deformate si chiar sparte (figura 5.9, B). In spatiul catodic a aparut ulei liber, indicand distrugerea

peretilor microcapsulelor. Distrugerea MC la catod are loc prin intermediul interactiunii peretilor
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cu produsii electrolizei apei, la catod(+) avand loc reducerea apei cu formarea Hy si ionilor OH,
iar la anod (+) — oxidarea apei cu formarea O» si H*. Intrucat nu a fost posibild combinarea
electroforezei cu masurarea directd a pH in vecinatatea electrodului plat (electroforetic), pH a fost
estimat din Legea lui Faraday, considerand I = 100mA, = 15 minute. In aceste conditii, pHanod =

3, pHcatod ~ 11.

0.5mm

e coc————

A B

Figura 5.9. Microcapsulele cu pereti GelHur dupi electroforeza:
A —la anod; B — la catod (sunt conturate microcapsulele deformate si sparte).

Se cunoaste ca sistemele formate de proteine cu poliuronati sunt stabile Intr-un interval
restrans de pH, si anume, pH = 2...5 (365), ceea ce se confirma si prin informatiile furnizate de
diagrama de stare a sistemului gelatina-poliuronat (99). Microcapsulele 1anga anod se afld in valori

pH comfortabile. La catod, pe masura cresterii pH, are loc distrugerea peretilor lor:
GelAlg +nOH™ — Gel + Alg™;
GelHur + nOH™ — Gel + Hur

Prin urmare, procesul care distruge microcapsule nu este electroforeza, totodata, nici nu
poate fi numit ,,electroliza microcapsulelor”. in mod corect are loc distrugerea microcapsulelor,
cauzatd de produsii de electroliza. Stabilitatea ridicatd a microcapsulelor in spatiul anodic se
confirma si de datele statistice pentru polidispersitatea probelor (figura 5.10). Maximul curbei de
distributie a microcapsulelor luate direct din reactor in (status) nascendi este situat la 75...100 um.
In comparatie cu celelalte curbe, maximumul este deplasat spre microcapsulele mai mici. in acelasi
timp, curba de polidispersitate a microcapsulelor extrase din spatiul anodic este similard cu curba
respectivi a probei de MC, preluate de pe suprafata suspensiei dializate. In ambele cazuri, maximul
este situat la <d>= 125 um. Diametrele mai mari se explica prin flotarea microcapsulelor mari si

depunerea celor mici (366).
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Figura 5.10. Distributiile statistice ale microcapsulelor in cAmpul electroforetic

Acest lucru este confirmat si de aspectul distributiei polidispersitatii microcapsulelor din
spatiul catodic, care este puternic deplasatd spre diametre mai mari.
Conform distributiei statistice, fractia MC, care datorita electroforezei se deplaseaza de la

catod spre anod, consta din MC cu d < 35 pum (figura 5.11). Indicele polidispersitatii, PDI = 0,16.

0.4

e
w
)

|
L

315

fractie de volum, ¢
o
]

0.0 —=p= I I
3.5 10.5 17.5
Diametru mediu, <d=>, um

N
v

A B
Figura 5.11. Microcapsule stabile cu pereti GelAlg (A), polidispersititea lor (B)

Efectul migrarii microcapsulelor in timpul electroforezei prezintd interes pentru separarea
fractiilor stabile, care contin microcapsule valoroase pentru utilizarea practica.

Comportamentul diferentiat al microcapsulelor in spatiile anodic si catodic oferda un
instrument util pentru separarea microcapsulelor cu proprietati functionale. Astfel, poate fi propus
un protocol de separare si purificare a microcapsulelor bazat pe migrarea lor sub actiunea campului
electric. Aceasta deschide perspective aplicative importante la formularea sistemelor livrabile in

domeniul produselor alimentare si cosmetice.
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5.3.4. Comportamentul microcapsulelor in modelul sistemului digestiv uman (SDU)

In mod conditionat, sistemul digestiv uman (SDU) poate fi divizat in trei zone, care
reprezintd sisteme cu cavitati functionale si glande de secretie. Valorile pH, activitatea enzimatica

specifica, timpul aflarii bolului alimentar Tn zona respectiva difera substantial (tabelul 5.7).

Tabelul 5.7. Zonele sistemului digestiv uman (321) (367)

Zona SDU pH Enzime active T, h
Ingestiva:

Cavitatea bucala 6,5-7,5 a-amilaze: ptialind, maltaza 0,01

Faringe, esofag 6,0-7,0 a-amilaze: ptialingd, maltaza 0,02
Digestivi:

Stomac 0,9-1,1 maltaza, proteaze, gelatinaza 1-2

Intestinul subtire 7,0-7,5 peptidaze, lipaze, nucleaze 3-5
Egestivia:

Intestinul gros 8,5-9,0 peptidaze, lipaze, nucleaze 4-6

Modelarea multifactoriald, adica simularea conditiilor fizico-mecanice si chimice
caracteristice sistemului digestiv uman, a fost realizatd in scopul prezicerii comportamentului
microcapsulelor in sistemul digestiv uman (SDU). A fost elaborat un sistem de control al
functionalitatii, SCF-SDU, care contine elemente de control mecanic (viteza agitarii), chimico-
mecanic (viteza administrarii componentelor), fizico-chimic (modelare si control al temperaturii,

pH), sistem de control electrochimic (méasurarea rezistentei si conductivitatii).
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Figura 5.12. Modelarea partii digestive a SDU. A: realitate; B: model SCF-SDU. 1 — termostat;
2 — ,,cavitatea bucala” / ,,stomacul” / ,,duodenul”; 3 — agitator cu vitezd redusd; 4 — termometru;
5 —electrozi; A — HCI; B — enzime; C — microcapsule; D — NaHCOs3,
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Corelatia dintre SDU si SCF-SDU este reprezentatd schematic in figura 5.12.
Microcapsulele au fost introduse in SCF-SDU si supuse tratamentelor corespunzitoare
parametrilor fizico-chimici indicati in tabelul 5.7. Dupa realizarea tratamentelor a fost analizata
integritatea microcapsulelor in functia de polidispersitatea lor.

Microincapsularea medicamentelor si compusilor parafarmaceutici in matricele din
materialele semisintetice permite impartirea dozei de substantd activa in unitati mai mici. Unii
autori exprima o parere discutabila, precum ca astfel CBA se distribuie pe o zond mai mare a
sistemului digestiv, contribuind la absorbtia mai completd a medicamentelor sau CBA cu actiune
parafarmaceutica (87). Procesul digestiv Incepe in cavitatea bucald sub actiunea enzimelor din
grupa a-amilazelor, care hidrolizeaza amilopectina si analogii ei structurali (368). Mancarea solida
de obicei se gaseste in cavitatea bucald mai putin de un minut, dar cea lichida si mai putin. Din
acest motiv, saliva, care are un pH neutru, practic nici nu neutralizeaza alimentele acide (ori
micsoreaza aciditatea lor doar datoritd diluarii). Simultan, a-amilaza din componenta salivei nu
este capabila sa hidrolizeze alginatul, care poseda legaturi B-glicozidice intre unitatile structurale,
la fel ca si celuloza (308). Contributia majord la degradarea invelisurilor microcapsulelor si
eliberarea continutului MC in cavitatea bucali ar putea avea doar mestecarea. Insi studiile
fiziologice arata ca prin mestecare practic se obtin particule de circa 500 microni, respectiv, nu se

distrug particulele cu diametrul mai mic de 2...50 microni (369).
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0.10 1
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6 18 30 42 53 65 77 89
Diametru mediu a fractiei, pm

Figura 5.13. Distributia microcapsulelor cu ulei de nuca si stabilitatea la actiunea mecanica:
d <30 um — foarte stabile; d = 30...65 um — stabile; d > 65 uym — nestabile.

Fractia de volum a microcapsulelor in functie de diametrul lor respectd, cu unele abateri,
curba de distributie normala (figura 5.13), PDI > 0,2. Prin agitarea energica timp de cateva ore, s-
a constatat ca stabilitatea microcapsulelor depinde in mod apreciabil de dimensiunile lor doar in

timpul actiunii mecanice prelungite, care nu corespund intensitdtii proceselor musculare din
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sistemul digestiv uman. Modelarea parametrilor stomacului duce in mod indubitabil la concluzia
privind stabilitatea ridicati a microcapsulelor in conditiile corespunzitoare. In mediul puternic
acid, in prezenta enzimelor corespunzatoare (preparatele comerciale ,,Mezim-forte” si
»Iriferment”), la temperatura 37°C si agitarea mecanicd lentd, nu a fost observatd o oarecare
distrugere a microcapsulelor, indiferent de dimensiunile acestora.

Lizarea rapidd a peretilor microcapsulelor se observda in conditiile corespunzatoare
intestinului subtire (duodenului). Fiind plasate in conditiile intestinului subtire, doar peste cinci
minute microcapsulele nu mai exista, revenind la starea de emulsie instabilda U/A, care in timp

foarte scurt sufera coalescenta (figura 5.14).

Figura 5.14. Microcapsule cu ulei de nuca dupa simulare in ,,duoden”: A — I minut; B — 5 minute.

Ca urmare a modeldrii procesului de trecere a microcapsulelor prin sistemul digestiv uman
s-a demonstrat cd compusii biologic activi Incapsulati in MC cu peretii formati din sistemele
GelAlg si GelHUr ajung la intestinul subtire in forma lor intactd. Doar in intestinul subtire
microcapsulele suferd distrugerea chimica a peretilor si elibereaza in mediu continutul lor.

Astfel, prin utilizarea microcapsulelor cu peretii GelAlg si GelHUr, compusii biologic
activi din grupa lipidelor sunt livrati in organul-tintd (intestinul subtire), realizandu-se unul dintre
avantajele de baza ale microincapsularii: ,targeted delivery”. Respectiv, microcapsularea

lipidelor-CBA asigura efectul de prolongare a functionalitatii acestor compusi biologic activi.

5.4. Tehnologia unor produse lactate cu AGPNS si carotene microincapsulate

Produsele lactate, in mod absolut firesc, se caracterizeaza prin continutul sezonier de
compusi biologic activi, respectiv, caracterul sezonier va avea si functionalitatea naturala a acestor
produse. De exemplu, continutul de carotene din lapte in timp de iarna este de aproximativ 4 ori

mai mic decat vara, ceea ce se reflecta direct asupra continutului carotenelor in laptele integral si
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in produsele lactate fermentate (370). Imbogatirea produselor lactate cu CBA in vederea cresterii
valorii lor nutritionale si functionale se realizeazi in diverse moduri (66). In mai multe cazuri,
metodele traditionale nu pot asigura pastrarea activitatii biologice si vitaminoase a compusilor
biologic activi in sistemele alimentare.

Produsele de fermentare acida a laptelui reprezintd un mediu alimentar potrivit pentru
incorporarea microcapsulelor cu CBA, deoarece 1n aceste produse se creeaza conditii de aciditate,
pH <4, confortabile pentru mentinerea stabilitatii agregative a microcapsulelor.

Imbogitirea produselor lactate fermentate cu compusi biologic activi a fost studiati in
exemplul suplimentdrii probelor de chefir si de smantana cu microcapsule, avand continut de ulei
de nucd si concentrat de carotene, obtinute conform procedeului (98). Concentratul de
microcapsule, obtinut dupa schema reprezentatd in figura 5.8, urmeaza a fi introdus imediat in
produsul acidolactic — chefir sau smantana consistentd. Protocolul de introducere a

microcapsulelor este reprezentat schematic in figura 5.15.

Obtinerea concentratului (suspensiei) CBA/MC

Suspensm CBA/MC
(Pl odus acido-lactic ) ( - ?0 % )

Agitarea lentd, 30...60 rot/min, t = 2...6°C, 2...3 minute
1 !

Ambalare

1

(Produs acido-lactic fortificat cu CBAfMC)

Figura 5.15. Schema administrarii suspensiei microcapsulelor cu compusi biologic activi lipidici in
produsele acido-lactice (smantéina, chefir)

Au fost obtinute doua tipuri de microcapsule, MC; si MC,. Pentru prepararea continutului
biologic activ al nucleului MC, bogat in carotenoide, a fost utilizat concentratul comercial de
B-caroten (,,Bosko”, Krasnodar, Rusia). Continutul experimental de B-caroten, determinat prin
metoda spectrofotometrica, a constituit 0,837 & 0,002 %, depasind cu mult limita de solubilitate a
carotenelor in grasimi (0,02—0,05 %) (371), (372), ceea ce indica o stare suprasaturata a sistemului.

Concentratul a fost diluat cu UFS rafinat pana la 0,167 = 0,001% sau 0,209 £+ 0,001%

caroten. Caracteristicile fizice ale microcapsulelor sunt prezentate in tabelul 5.8.
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Tabelul 5.8. Caracteristicile microcapsulelor cu ulei microincapsulat vitaminizat

MC d,pm  <d>pm Ry, pm BCin UV, % UMV/MC BC in MC, mg-(100g)*
MC, 5...50 10 4,63 £0,08 0,167=+0,001 0,77 £ 0,04 129 +7
MC, 2..20 5 2,13£0,08 0,209+ 0,001 0,62 + 0,04 130+9

Nota: MC — microcapsule; d —intervalul de diametre; <d> - diametrul mediu al microcapsulelor

determinat prin microscopie opticd ca valoare maximala a distributiei dimensionale;
Ry={0,5-<d>-L} —raza sferei interne (nucleului din ulei); L. — grosimea peretelui MC, 0,37 pu;
PC — B-caroten; UMV/MC - fractia de masa a uleiului microincapsulat vitaminizat in microcapsule.

Pentru studiu au fost utilizate mostre de produse lactate cu un continut diferit de grasimi:
lapte integral (2,5%), frisca (10%), KO — chefir degresat, K2,5 — chefir cu 2,5% grasime,
S10 — smantana cu un continut de grasime de 10%, S20 — smantand de 20%. Microcapsulele au
fost introduse 1n raport de 2,5 g la 100 g de produs, ceea ce corespunde cu (3,3 £0,3) mg de
[B-caroten. Aceasta cantitate este aproximativ egala cu 1/3 din doza zilnica recomandata de caroten
care constituie circa 10 mg (373).

Incercarea de a incorpora microcapsulele in lapte si in friscd a condus la distributia
neuniformd a MC in volumul produsului alimentar, uneori chiar la formarea straturilor si
cheagurilor din microcapsule. Produsele lactate fermentate, chefirul si smantana, s-au dovedit a fi
medii mult mai potrivite pentru microcapsulele incorporate in ele decat laptele integral.
Consistenta vascoasd a chefirului si a smantanii permite ca microcapsulele sa fie distribuite

uniform in volumul lor fard modificarea caracteristicilor organoleptice ale acestora (figura 5.16).

Figura 5.16. Produsele acido-lactice cu microcapsule incorporate:
A — chefir K2,5; B — smdntdnd S20.

Pentru determinarea influentei MC asupra duratei de pastrare a produselor reprezinta

interes evaluarea stabilitatii cinetico-mecanice a microcapsulelor, precum si rezistenta produsului
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in intregime la stratificare. Produsele lactate, in care au fost incorporate microcapsulele, au fost
depozitate la +4...+6°C. Studiile microscopice au ardtat ca microcapsulele sunt foarte stabile in
produsele lactate fermentate timp de doua pana la patru saptamani (165), (366).

Distrugerea vizibila a microcapsulelor are loc doar dupa degradarea microbiologica a
produsului alimentar, ceea ce conduce in mod evident la distrugerea enzimatica si oxidativa a
invelisurilor protein-polizaharidice. Introducerea microcapsulelor in produsul lactat fermentat nu
poate sa reducd considerabil durata de valabilitate a acestuia. Distrugerea spontand a peretilor
microcapsulelor, insotitd de eliberarea CBA in mediul produsului alimentar, respectiv,
destabilizarea inevitabild a CBA, nu are loc in perioada de valabilitate a produsului lactat
fermentat (366). Incorporarea microcapsulelor tip MC; cu diametrul de 5...50 microni in produsele
studiate este insotitd de distributia lor neuniforma in volumul produsului, ceea ce denota o
modificare nedorita a texturii si aspectului. O astfel de deteriorare a structurii se manifestd cel mai
pronuntat pentru chefirul degresat KO in care microcapsulele formeaza o faza separatd ce consta
din aglomerari mari vizibile. Microcapsulele mai mici, MC», care au un diapazon de diametre
2...20 microni, se distribuie uniform in chefirul K2,5, precum si in probele de smantana S10 si
S20, in timp ce 1n chefirul degresat K0, de asemenea, se observa stratificarea lentd a MC.

Factorii decisivi care influenteaza distributia uniforma a microcapsulelor in produsul
alimentar sunt textura, continutul de grdsime si viscozitatea, precum si dimensiunea
microcapsulelor. Distributia uniforma a microcapsulelor in volumul produsului ar trebui sa
depindad de raportul dintre densitdtile produsului alimentar si ale microcapsulelor, precum si de
textura produsului. Totusi, valorile densitatilor produselor studiate mai degraba vorbesc in

favoarea efectului predominant al texturii (tabelul 5.9).

Tabelul 5.9. Caracteristici fizico-chimice si valoarea nutritiva

a produselor acido-lactice inainte si dupa introducerea microcapsulelor

Produsul p, grem™ pH Pr.,% Gr.,% HC,% FA,%  kJ:(100g)!
1 2 3 4 5 6 7 8

KO 3,0 0,0 4,0 0,0 119
1,02+0,01  432+0,03

KO +MC 3,3 1,5 3,9 0,1 179

K2,5 2.8 2,5 4.7 0,0 220
1,03+£0,01 4,49+0,03

K2,5+MC 3,1 4.0 4.6 0,1 280

S10 3,0 10,0 2.9 0,0 470
1,07+£0,01 4,36+0,03

S10 + MC 33 11,3 2,8 0,1 523

S20 2,8 20,0 2.9 0,0 837
1,04 £0,01 4,27+0,03

S20 + MC 3,1 21,0 2,8 0,1 878

Nota: KO0, K2,5 - chefir 0% si 2,5% grasime; S10, S20 - smantana 10%, 20% grasime; MC — microcapsule.
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Stratificarea microcapsulelor se manifesta anume 1n proba cu cea mai mica densitate (K0),
desi in cazul unui efect notabil al densitatii asupra fenomenului stratificarii MC ar fi normala o
relatie inversa. Parametrii fizico-chimici si valoarea nutritionald a produselor inainte si dupa
introducerea microcapsulelor cu ulei de nuca si B-caroten diferd semnificativ.

Aceste date demonstreaza ca utilizarea P-carotenului microincapsulat, pe langa
vitaminizare, contribuie la cresterea continutului proteinelor cu 0,3%; grasimilor cu 1,0...1,3%;
cresterea fibrelor alimentare (FA) de la 0,0% panad la 0,1%. Continutul de carbohidrati liberi (HC)
suferd o reducere usoara cu 0,1%.

Matricele alimentare bifazice cu viscozitate 1nalta (chefir, smantdna, maioneze si sosuri)
vor contribui la distribuirea uniforma si constantd a MC. Important este ca in pofida asteptarilor
densitatea produsului alimentar nu are un rol semnificativ pentru uniformitatea structurald a
produsului acido-lactic fortificat cu compusi biologic activi n forma microincapsulata.

Microcapsulele cu diametrele cuprinse intre 2 si 20 microni sunt mai potrivite pentru
suplimentarea produselor alimentare cu CBA decat fractiunea cu dimensiuni mai mari,
5...50 microni. MC mici, de 2...20 microni, nu formeaza o faza vizibila separatd si nu reduc
proprietatile senzoriale ale produsului alimentar.

incorporarea compusilor biologic activi, inclusiv in forma microincapsulata, duce, de fapt,
la crearea produselor alimentare lactate care Tmbind aspectul si gustul traditional cu activitatea

biologica ridicata pe toatd durata de valabilitate a produsului (236).
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Concluzii la Capitolul 5

1. S-a demonstrat cd modelul de coacervare nu reflecta in totalitate adevaratul mecanism de
formare a fazei de biopolimeri pe suprafata picaturii de grasime. Modelarea computationala a
aratat cad numarul de grupari hidrofobe, care pot fi efectiv adsorbite de faza lipidica este mic,
cca 8,5% din masa gelatinei. Totodata, starea de poli-zwitterion Gel™ nu admite coacervarea in
sensul direct al cuvantului. Astfel, se propune un mecanism in care la formarea peretelui de
gelatind au loc fenomene de adsorbtie si repulsie electrostatica moderata.

2. A fost obtinuta experimental diagrama de stare a sistemului gelatina—acid poliuronic, care
urmdreste starea complecsilor gelatind—acid poliuronic in functie de raportul maselor
componentelor si de pH. Punctul singular pe diagrama sistemului gelatind—acid poliuronic este
punctul izolectric, IEP, in care are loc stabilizarea complecsilor GelAlg® si GelHUr® in forma de
suspensii. Totodata, acelasi punct IEP este un punct de destabilizare a peretilor MC tip rezervor.
3. Sarcina electrostatica moderata a peretilor biopolimerici ai microcapsulelor este cauzata de
formarea stratului dublu electric in rezultatul interactiunii electrostatice dintre doi biopolimeri
diferiti. Aceasta sarcind moderatd asigurd microcapsulelor o stabilitate agregativa mai mare decat
in cazul complecsilor neutri GelAlg’. In cazul neutralizarii sau a incircirii excesive a
biopolimerilor se desfasoara procese de degradare, asemanatoare cu fenomenele de LLPS,
coagulare si coalescentd, caracteristice sistemelor coloidale.

4. Rolul determinant al sarcinii pentru stabilitatea agregativa a compozitiei din biopolimeri
conduce la concluzia ca in procesul de obtinere a microcapsulelor in laborator si la scarad industriald
este rational si informativ controlul electrochimic al procesului. Sistemul elaborat de control
electrochimic face posibila monitorizarea desfasurarii etapelor-cheie ale microincapsularii.

5. A fost elaborata tehnologia de microincapsulare a lipidelor cu AGPNS in stare lichida, care
permite obtinerea microcapsulelor de tip ,,rezervor” cu pereti formati secvential din gelatind si
poliuronati. Procedura este optimizatd prin eliminarea etapelor intermediare si control
electrochimic, ceea ce reduce consumul de resurse si mareste eficienta procesului. Stabilizarea se
realizeaza prin formarea unui complex gelatina—poliuronat pe interfetele emulsiei, ceea ce asigurd
protectia CBA si compatibilitatea microcapsulelor cu produsele alimentare, in special cu lactatele
6. Utilizarea unui model dinamic al tractului gastrointestinal uman a aratat ca microcapsulele
cu peretele gelatind—alginat trec practic nedeteriorate prin cavitatea bucala si prin mediul acid al
stomacului. Totodatd, ele isi elibereaza continutul, ajungand in intestinul subtire. S-a confirmat ca
microcapsulele obtinute prin tehnologia elaboratd contribuie la prolongarea proprietatilor

fiziologice ale lipidelor biologic active in produsele lacto-acide.
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wMoartea este singurul scop al vietii” wSensul vietii este viata insdsi”

Sigmund Freud Johann Wolfgang von Goethe
Capitolul 6. ASPECTE ALE TERMODINAMICII COMPUSILOR
BIOLOGIC ACTIVI

Alimentele sunt sisteme biologice transformate, purtand caracteristicile de compozitie si
structurale ale acestora. De aceea, caracteristicile sistemelor alimentare sunt strans legate de

termodinamica proceselor din materii prime vegetale si animale - predecesorii alimentelor.
6.1. Model matematic de stabilizare a compusilor nutritivi si biologic activi

Conceptul ciclului de viata (374) se refera in mod direct la sistemele alimentare, cuprinzand
etapele de formare, dezvoltare, modificare in salt sau treptatd a proprietatilor functionale,
reducerea activitatii si distrugerea (,,moartea”) sistemului. Spre deosebire de modelele simple, cum
sunt sistemele termochimice, sistemele biologice reale sunt dinamice si alostatice sau heterostatice
in anumite etape ale ciclului de viata. Diferenta fundamentald dintre sistemul termochimic si
sistemul biologic constd in caracterul lor inchis si deschis, respectiv. Fiecare proces chimic
individual este un sistem termochimic inchis. Apare un paradox: o multime imensa de sisteme
termochimice inchise formeaza un sistem biologic deschis, depasind cadrul propriu.

Paradoxul este vizualizat in figura 6.1, unde ca exemple au fost utilizate procesele de
biosinteza ale unui acid gras si ale unui aminoacid. Biosinteza include 3 etape-cheie: patrunderea
materiei prime din mediul extern (A), formarea produsului organic in cadrul sistemului

biologic (B), eliminarea produsului biosintezei, Oz, in mediul ambiant: ecosistemul deschis.

Ecosistem, biosfera

/ ; == — — —1 — — — — — —1 —1 — — —3 —1 —
1
I Sistem termochimic [/
[ 16CO, + 16H,0 — |
:: 9CO, + 5,5H,0 + 0,5N, —>:: LH D
\ \
N

A B D C
Figura 6.1. Corelatia dintre sistemul termochimic-biologic-ecosistem:
A — starea initiald a ecosistemului; B — starea finali a sistemului biologic; C — starea finald a

sistemului termochimic; D ~ {B + C — A} — starea finald a ecosistemului (organica si O»).
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Schimbarea perpetud a masei si compozitiei sistemului biologic se datoreaza patrunderii
componentilor chimici (CO2, H»0, etc.) in sistem, precum si evacudrii oxigenului molecular. in
pofida faptului ca reactia termochimica are loc i1n interiorul organismului viu (in vivo),
componentii chimici din mediul in stare lichida (H2O) si gazoasa (COz), care se consuma in
procesul de biosinteza, precum si oxigenul eliberat, nu fac parte din sistemul biologic.

Acceptarea non-coincidentei hotarelor sistemelor de diferite tipuri (inchis/deschis,
simplu/complex, model/real) — termochimice, biologice, ecosistemului — face posibila
interpretarea corecta a termodinamicii proceselor si compozitiei chimice a sistemelor biologice.

Calcularea valorilor functiilor termodinamice pentru obiectele biologice necesita luarea in
consideratie a dinamicii de crestere a masei acestora in timpul coacerii. O alta problema pentru
termodinamica compusilor biologic activi in plante este faptul cd procesele interdependente de
crestere a masei si de modificare a compozitiei chimice a diferitelor parti ale plantei au loc
simultan, neliniar, deseori spasmodic, complicind interpretarea datelor referitoare la
termodinamica proceselor de coacere si de maturare.

Cresterea intensd a masei fructului JRL are loc in zilele 30...60 dupi fecundare. In aceasti
perioada fructul atinge o buna parte (circa 90%) a masei sale maximale (figura 6.2, A). Totodata,
variatia considerabild a compozitiei chimice a fructului nu coincide cu saltul de crestere a masei

fructului, 30...60 zile, avand loc in perioada de 70...100 zile de la fecundare (figura 6.2, B).

50 100
45 90
%0 40 80
w
E 35 . 70
£ 30 < 60
= 25 £
E 20 g 40
< © 30
a2 B 20
g 10 10
5 0
0 40 60 80 100 120 140
0 20 40 60 80 100 120 140 .
Durata de coacere, zile
Durata de coacere, zile
—O—Lipide ——Proteine —— Apa si altele
A B

Figura 6.2. Schimbarea masei (4) (375) si compozitiei (B) (376) fructului de nucé (cu pericarp)

Compararea cineticii de acumulare a masei (figura 6.2, A) si de schimbare a compozitiei
chimice a fructului (figura 6.2, B) demonstreazd cd in etapa initiala de coacere fructul isi
acumuleazd masa preponderent in forma rezervelor de apa. Este o observatie importanta, deoarece
apa este un mediu agresiv pentru substantele biologic active din diferite clase, contribuind fie la
hidroliza compusilor biologic activi hidrosolubili (40), (316), (317), fie participand la formarea

emulsiilor usor oxidabile (65). Prin urmare, biosinteza compusilor functionali in etapa de
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acumulare a apei este termodinamic defavorizatd, devenind favorizata doar dupa biosinteza bunei
parti de compusi nutritivi de baza, care sunt mai stabili decat CBA, si care, prin acumularea lor,
contribuie la scaderea activitatii apei. Modelul propus giseste o confirmare partiald in literatura
consultata, deoarece materialele vegetale sunt de obicei studiate mai aproape de stadiul de
maturitate. In particular a fost demonstrat ci in semintele de Canola continutul unor AGNS
considerati CBA (oleic, linoleic, arahidonic) creste moderat pe parcursul coacerii, in timp ce
continutul AGS pur nutritivi (stearic, palmitic) se micsoreaza (377). Continutul AGNS creste in
functie de masa semintelor (adica, indirect, a gradului de coacere) si in arahide (378). Diferente
intre dinamica acumularii masei $i variatiei compozitiei chimice se observa si in etapa finald a
coacerii fructelor. In zilele 120...140 fructul de nucid isi pierde masa datoriti uscarii
mezocarpului. In aceeasi perioada continutul de apa din miez riméne constanta.

Modelul matematic, care ar descrie din punct de vedere termodinamic procesul de
acumulare a compusilor biologic activi pe parcursul coacerii, prezintd mare interes pentru
estimarea stabilitatii sistemelor alimentare.

Reiesind din entalpiile molare standard de formare a H.O, CO; (379), (257) si a acidului
linoleic (octadeca-9,12-dienoic) (380), entalpia molarda de biosintezd a acidului linoleic,
AH%s(C1sH3202) = + 11033 kJ. Biosinteza acidului linoleic reprezinti un proces endotermic,
deoarece pentru producerea unui mol (280,5 grame) de acid linoleic organismul vegetal asimileaza
cel putin 11033 kJ de energie solard pentru orice valoare a randamentului cuantic de fotosinteza
®(»). Entalpia standard de formare a acidului linoleic din  elemente,
AH®%(C1sH3,02) = — 635 kJ'mol’!, reprezinti o parte mici din mirimea sumei entalpiilor de

formare a compusilor exotermici necesari pentru fotosintezi: *H'% (18CO2, 16H,0) = — 11668 kJ.

18C, 16H, , 260,
C,sH;,0,, 250, u H%(CsH,,0,), -635kJ/mol

L 3

AH% (C5H3,0,), | AHO(C 5H;,0,),
+11033kJ/mol -11033kJ/mol

Entalpia, H

¥ 1% (18CO,, 161L,0),
-11668kJ

18C0,,16H,0 |

Figura 6.3. Diagrama entalpica a proceselor de formare,
biosinteza si combustie a acidului linoleic (AGPNS)
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Biosinteza este eficientd din punct de vedere energetic dacad compusii sintetizati sunt
endotermici fatd de amestecul materiei prime necesare. In cadrul elaboririi modelului se propune
parametrul EEgs, ce caracterizeaza eficienta energetica a biosintezei si reprezintd raportul entalpiei
standard de biosinteza a compusului din H>O, CO; si Na, AHSS, catre inversul sumei entalpiilor
standard de formare a cantitdtilor corespunzdtoare de CO2 si H>O din substantele simple

(C, H2, O2). EEgs se exprima prin relatia valabild pentru orice compus nutritiv sau functional:
EEgs = ——>—"100%. (6.1)

Valoarea EEgs pentru acidul linoleic alcatuieste 94,6%.

Calcularea entalpiei de biosinteza, AHgS , este posibila utilizand legea Lavoisier-Laplace

prin inversarea valorii cunoscute a entalpiei de combustie (288):
AHgps = - AHc (6.2)

Astfel, utilizdnd ecuatiile (6.1) si  (6.2) pentru fenilalanina CoH;1NO:
(AH% = - 461 kJ-mol™', AH%c (CoH11NO») = -4664 kJ), obtinem EEps (CoH11NO2) = 91%. La prima
vedere, aceastd valoare nu este cu mult mai micd decat EEgs pentru acidul gras nesaturat (circa
95%). Dar de fapt acest lagul de circa 4% intre EEgs (aminoacid) fatd de EEgs (AGNS) este doar
aparent nesemnificativ. Din Principiul II urmeaza ca anume atingerea ultimelor procente din
randament necesitd cel mai mare efort, acumularea acestor procente avand eficientd exergonica

joasa (,,low exergic efficiency”) (381).

6C,6H,, 90,

AT (C4H,,04),
-1271kJ/mol

I
R} CHL,0 , 60
2 “6 2z 2 X HY (6CO,, 6H,0),
3 - 4076kJ
&

A:[—IGBS (C6H1206)5 AHGC(CGHIZOS)’

+2805 kJ/mol -2805kJ/mol

6CO, , 6H,0 | $

Figura 6.4. Diagrama entalpica a proceselor de biosinteza a glucozei

Calculele similare pentru glucoza demonstreaza ca EEgs (CsH1206) = 69%, fiind foarte

micd in comparatie cu valorile respective pentru acizii grasi si aminoacizi (tabelul 6.1).
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In prezent s-a acumulat un volum semnificativ de date privind proprietitile si constantele
termodinamice ale compusilor de origine naturala (382), (383), (379), Evident, aceste date au fost
determinate in vitro, in afara sistemelor biologice reale, dar, conform figurii 6.1, pot fi aplicate
pentru aceste sisteme Intocmai. Tabelul 6.1, coloanele 2-4, include datele bibliografice privind

valoarea AH{, S¢°, AHC.

Tabelul 6.1. Constantele termodinamice ale unor nutrienti si CBA (383)

Compus Formula MR Aer Sf9 AHC9 AHBS9 ASBS9 A(;Bs8 AHBSSp A(}Bssp

bruta kJmol! Jmol''K! kJ'mol! kJmol! Jmol'lK! kJImol! kIkg! kikg!
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Aminoacizi
Glicina CHsNO, 75 -528 103 -975 975 -135 1015 13000 13535

Asparagina C4HsN,O3 133 -789 175 -1929 1931 -231 2000 14519 15035

Phen (384) CoHiINO; 165 -461 214  -4646 4658 11 4655 28230 28211
Triptophan (385) Ci1H12N2O2 204 -416 251  -5628 5634 -50 5649 27618 27691

Glucide

C2(H20), CH4O, 60 -484 158 -875 876 0 876 14600 14600

Glucoza CeH206 180 -1271 209  -2805 2809 -265 2888 15606 16044
Fructoza (386) C¢Hi20s 180 -1266 218  -2810 2814 -256 2890 15633 16057

Zaharoza CoH2O11 342 -2222 360  -5645 5652 -518 5806 16526 16978

Lipide
Acid Butiric  C,HsO, 88 -584 225 2184 2186 114 2152 24841 24455
Acid Miristic  Ci4HaO, 228 -834 -8676

Acid Palmitic ~ CisH3202 256 -848 452 -9978 10032 623 9846 39188 38462
Acid Linoleic ~ CisH3,0, 280 -635 dnd dnd 11033 dnd -—- - -—-
Acid Oleic CisH340, 282 -765 dnd -11161 11189 dnd --- - ---
Acid Stearic CisH3sO2 284 -937 436 -11291 11303 654 11108 39799 39113
Nucleotide
Uracil C4H4N2O2 112 -430 dnd -1716 1718 -368 1828 15339 16318
Tiamin CsHsN2O2 126 -466 dnd -2369 2362 -345 2465 18746 19561
Citozina CiHsN;O 111 -224 dnd  -2063 2067 -345 2170 18622 19549
Adenina (382) CsHsNs 135 +95 151 -2779 2780 -293 2867 20593 21239
Guanina(387)  CsHsNsO 151 -189 160  -2498 2496 -386 2611 16530 17292
Nota: datele prezentate au fost recalculate de autor (in special, coloanele 7-11) prin utilizarea datelor

bibliografice; dnd — datele bibliografice nu au fost disponibile.

Valorile EEgs demonstreaza cd la biosinteza hidratilor de carbon acumularea energiei are
loc cu mult mai usor decat la biosinteza grasimilor si aminoacizilor, adicd glucidele poseda
eficientd exergonica ridicata (6). Prezinta interes si datele privind valoarea EEps pentru bazele
azotice, acestea fiind purtatorii informatiei ereditare. Pentru cea mai exotermica baza azotica,
tiamina EEgs = 83,5%. Adenina, unica baza azotata fara oxigen, reprezinta un compus endotermic

cu AH% =+ 95 kJ-mol"'. Valoarea calculati a EEps pentru adenina CsHsNss constituie 103%, adica,
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adenina este mai bogata in energie decat amestecul de substante simple C, Hz si N2 ce denota
caracterul estimativ al parametrului in cauza. Dezavantajul parametrului EEgs se datoreaza
inclusiv faptului ca pentru determinarea lui nu se ia in calcul factorul entropic.

Necesitatea ludrii in consideratie a factorului entropic impune utilizarea potentialului
termodinamic Gibbs, care reprezinta lucrul util necesar pentru realizarea procesului de biosinteza:

AGYg = AHJs — TASSs. (6.3)

Mirimea 4 Gps”, exprimati in kJ-kg™!, reprezinti valoarea potentialului Gibbs al procesului
de producere pe cale de biosinteza a unui kg de compus nutritiv sau biologic activ, reiesind din
COz2, H20 si Na, pe cale realizabila din punct de vedere al consumului de energie, si mai poate fi
numitd ,,lucru specific de biosinteza” al substantei nutritive:

AGs
M

.1000 = AH$-TASS

AGge = -1000. (6.4)

Generalizarea valorilor EEps si AGgs® pentru compusi diferiti conduce la o serie
impresionanta, ce caracterizeazd lucrul specific, adicd, eficienta biosintezei (adica, ineficienta
exergonica) a ,,caramizilor vietii” (tabelul 6.2).

Tabelul 6.2. Parametrii termodinamici de baza ai claselelor compusilor nutritivi

Functia TD Glucide Nucleotide Aminoacizi Acizi grasi
AH?, kJ-mol’ -2200...-500 -450...+100 - 800...- 400 -1000...-800
EEss , % <70% ~ 85% ~90% ~95%

AGgs®?, MJ-kg! 16,0-17,0 16,6-21,2 MJ 13,5-28,2 38,4-39,1

Cresterea eficientei energetice si scaderea eficientei exergonice

Sirul prezentat in tabelul 6.2 demonstreaza ca plantele acumuleaza energia sub forma de
lipide si proteine doar in volum limitat. Anume semintele parasesc organismul parental si trebuie
sa fie asigurate la maxim cu energie intr-un volum minim. Acest set de conditii corespunde cu
starea cu entropie joasi, cea mai putin probabild. In figura 6.5 se evidentiaza corelatia dintre
eficientd proceselor de biosinteza a lipidelor, aminoacizilor, carbohidratilor si nucleotidelor in
functie de continutul de oxigen din acesti compusi.

Vizualizarea functiei AGes® =1 { ® (O) } confirma ca planta sintetizeaza glucide mai usor
decat nutrienti din alte clase, cauza fiind starea mai saturatd cu oxigen a glucidelor. Biosinteza
glucidelor este facilitatd termodinamic si in acord cu principiul energiei libere minime. Conform
acestuia, organele de reproducere vegetativa (de exemplu, tuberculii sau mugurii), volumul carora
este mai putin restrictionat decat volumul semintelor plantelor gimnosperme si angiosperme,

acumuleazd energia ,,diluatd” preponderent in forma hidratilor de carbon (257).
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Figura 6.5. Lucrul specific de biosinteza, AGgs*, al compusilor in functie de ® (O)

Valorile credibilitatii R? pentru acizii grasi (= 0,97) si aminoacizi (= 0,80) indica o relatie
liniara vizibila Intre ©(O) si AGgs™ , sugerand un control structural simplu al variatiei energetice.
In schimb, pentru nucleotide (R2 < 0,50), corelatia liniara de facto dispare, ceea ce arati ca m(O)
nu constituie factorul determinant, fiind necesara o abordare multivariabila. Din figura 6.5 se trag
concluzii referitor la starea termodinamica a compusilor biologic activi si a nutrientilor in general:
v Fixarea azotului atmosferic si trecerea lui in forma redusa, N? — N'...N73, conduce la
cresterea lucrului specific de biosinteza, AGgs*®;

v Biosinteza acizilor grasi este un proces termodinamic defavorizat;

v Sistemul biologic recurge in mod programat genetic la procesul energetic non-convenabil
de biosinteza a proteinelor si grasimilor, deoarece acestea sunt critic necesare pentru reproducerea
organismului, supravietuirea speciei si a ecosistemului.

Fiind marimi aditive, valorile AG‘;% de asemenea pot fi exprimate prin ponderea lor in
sistemele policomponente. Lucrul specific sumar de biosinteza, ZAG]S;; , reprezintd lucrul util

consumat pentru biosinteza unui kg de materie prima vegetala (modelata):
SP . AGSP sp
LAGgg = AGggpaim) - CLipide) T AGggppeny * proteine) (6.5)

in care: AGgs*paim) = +38462 kJ-kg™!, AGps®(phen) = +28211 kI-kg!; Qqiipide), Qeproteine) sunt fractiile
de masa ale lipidelor si ale proteinelor in obiectul biologic sau aliment exprimate in parti de unitate.
Entropia specifica sumara de biosinteza, ZASE@, reprezintd variatia entropiei procesului

de biosinteza a unui kg de materie prima:

ZAS]S;; = AS]S;;(Palm) ) Q(lipide) + AS]S3I;(Phen) ) Q(proteine) (66)
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in care ASES paymy = +2:434 kI'kg K, ASEE oy oy = + 0,067 kI kg K.

Includerea in aceste modele a apei, compusului care alcatuieste partea considerabild din
compozitia obiectului biologic (75...97%), este incorectd, deoarece modelul in cauza este elaborat
pentru procesul de biosinteza 1n care apa nu face parte din sistemul biologic, nu este obtinuta
prin biosinteza, patrunzand in celulele vegetale prin mecanisme osmotice spontane (388).

Masa specifici de oxigen, m*?(0z), g'kg™!, este masa de oxigen care se degaji la biosinteza

unui kilogram (1000 g) de materie prima vegetala:

n(02)-M(02)

m**(0,) = M(CBA)

1000 (6.7)

in care: n(O2) — cantitatea oxigenului molecular care se formeaza la biosinteza unui mol de CBA
conform reactiei, mol; 1000 - M(CBA)™! — cantitatea CBA per kilogram, mol-kg™'.

La formarea unui kilogram de compusi-model (acid palmitic si fenilalanind) se degaja mase
specifice de oxigen m*P(02) considerabile: 2,875 kg si 2,085 kg, respectiv, astfel eliminandu-se
entropia din sistemul biologic. Entropia specifica eliminata, AS.j;,, (0,), reprezinta cantitatea de
entropie eliberatd din sistemul biologic datoritd eliminarii oxigenului la biosinteza unui kilogram

de biomasa:

m®P(0,) - S(02)

ASelim.(Oz) = M(0,)

(6.8)

Acumularea rapidd a energiei de catre fructul de nucad incepe dupd ziua a 80-a de la
fecundare — dupa sférsitul acumularii masei in forma de apa (figura 6.6, 4). Dupa cum a fost
mentionat, apd nu influenteaza valoarea AGgs®. Dupa ziua a 80-a valoarea AGgs™ creste brusc
timp de 2...3 saptdmani, dupa care continud sa creasca lent, atingand nivelul maxim constant de
cca 30 MJ-kg! in ultima decadi a coacerii. Asadar, in ultima etapd de coacere, dG/dt = 0, adici

in fruct se stabileste un quasi-echilibru, sistemul avand nivel quasi-stationar maximal de energie.
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Figura 6.6. Dinamica modificarii AGgs®™ (A4) si a XSgs (B) miezului fructului de nica (A)
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Functia de entropie, evident, nu reflectd dezordinea sistemului in sensul de ,lucruri
aruncate haotic”. In procesul coacerii semintelor oleaginoase aceasti functie va caracteriza
complexitatea si gradul de organizare a sistemului. Calculele prin ecuatia (6.6) demonstreaza ca
valoarea entropiei specifice de biosinteza, £Sgs™, care tine cont doar de partea pur chimica, dar nu

si structurald, creste si atinge valoarea maxima constanta spre sfarsitul coacerii (figura 6.6, B).
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Figura 6.7. Entropia eliminati in timpul coacerii fructului de nuca

Entropia specificad eliminata S;’im este calculata prin ecuatia (6.8) si corespunde cu
entropia eliminatd in mediul ambiant in timpul biosintezei unui kilogram de biomasa in forma
oxigenului molecular. Ca si in cazul figurii 6.6, barele de eroare estimeazd incertitudinea
modelului in raport cu variatia parametrilor de intrare. Figura 6.7 demonstreaza cd entropia
eliminata in mediul extern in timpul cresterii unui organism vegetal este cu mult mai mare decét
entropia de biosintezd a compusilor organici din organismul respectiv.

Discutia privind contradictia dintre cresterea entropiei si persistenta vietii a fost alimentata
de concepte precum ,,entropie negativa”, ,,ectropie’ sau ,,anti-entropie” propuse de Schrodinger si
discipolii lui (389), apoi revizuite si criticate n numeroase studii (390). Principala concluzie din
utilizarea modelului, extensibila la nivel de alimente, este cd ordinea internd a sistemului se
mentine prin eliminarea activa a entropiei in mediul extern pe parcursul ciclului lui de viata.
Aceasta concluzie coreleaza cu interpretarea propusa de Kaufmann (391), care subliniaza rolul
reconfigurdrii biopolimerilor si al lucrului mecanic extern in mentinerea structurii ordonate.

Modelul entropic aplicat biosintezei compusilor organici biologic activi demonstreaza ca
entropia se produce abundent, dar si se expulzeaza in mediu practic in intregime. Eliminarea de
entropie este esentiald pentru stabilitatea compusilor biologic activi, deoarece impiedica

acumularea entropiei interne, ceea ce ar echivala cu ,,moartea termodinamica”.
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6.2.  Organizarea structurala ca factor de stabilizare a compusilor biologic activi

Elaborarea compozitiilor si produselor alimentare cu proprietati functionale face parte din
aria de expertiza a tehnologiei produselor alimentare si include proiectarea, obtinerea si fabricarea
alimentelor cu un continut de CBA 1n stare stabila si activa (305) (329) (236). Pe parcursul
transferului din organismul producdtor primar, CBA suferd diferite etape de reorganizare

structurald, care se realizeaza 1n cadrul diferitelor procese tehnologice (figura 6.8).

Materii prime de origine Materii prime fosile sau

vegetald / animala \ sintetice
‘. Aditivi biologic activi (suplimente | ‘ Compusi biologic activi = ‘ 9
. alimentare/dietetice, nutrimenti) _ ingrediente farmaceutice active |
\. ALIMENTE si BAUTURI | | MEDICAMENTE

Figura 6.8. Parcursul compusilor biologic activi:
1 — tratamente tehnologice; 2 — uscare, mdcinare; 3 — structurare;
4 — extractie, separare; 5 — concentrare; 6 — suplimentare;
7 — separare, modificare; 8 — concentrare, formulare; 9 — sinteza chimicd.

Transferul CBA in faza de solutie poate fi interpretat ca trecere catre o stare cu libertate
configurationald sporitd, ceea ce creste probabilitatea contactelor reactive, intensificand procesele
ireversibile. Experimental, pentru cartamina, trecerea din complexul cu celuloza (CCC) in solutie
conduce la majorarea vitezei de degradare de a ori, care atinge valoarea (9,4 + 1,7) - 10% la 70°C
(tabelul 4.5). In cadrul termodinamicii proceselor ireversibile viteza de producere a entropiei, o,

este proportionala cu constanta de viteza a reactiei (392):

das kp(—AG
a5 _ g ka6
dt T

(6.9)

Ecuatia (6.9) este utilizatd in sens operational pentru a evidentia legitura dintre viteza
reactiei si ireversibilitatea proceselor interne. Conform ecuatiei (6.9), in conditiile unui model
cinetic de ordinul I, majorarea constantei de vitezd conduce la cresterea ratei de producere a
entropiei. Prin urmare, destabilizarea structurald rezultd direct din cresterea valorii k, care indica
amplificarea ireversibilitdtii proceselor interne. Controlul stabilitdtii sistemului alimentar se

exprima prin reducerea constantei (| k), prin diminuarea vitezei de producere a entropiei (| o).
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Necesitatea suplimentarii produselor alimentare cu compusi biologic activi este asociata
cu problema asigurarii stabilitatii acestora in mediul chimic activ al produselor alimentare si a
stabilitatii produsului alimentar ca un tot intreg (282) (65). incercarile de a transforma produsul
alimentar Tn amestec de compusi, iar actul de alimentatie in proces pur chimic, prezintd dubii din
punct de vedere fiziologic si termodinamic (393).

Tehnologiile traditionale, precum extractia, presarea, congelarea si macinarea, contribuie
semnificativ la destabilizarea compozitiei alimentelor prin amplificarea entropiei si perturbarea
ierarhiilor structurale mostenite din organismele vii. Desi aparent protectoare, congelarea
genereaza cristalizare separatd a apei si duce la distrugerea structurilor celulare, inclusiv prin
fenomenul de sublimare izotermica (394). Macinarea induce oxidarea accelerata (245).

Cele mentionate impun regandirea proceselor tehnologice in sensul limitarii productiei de
entropie in care acestea vor fi orientate spre optimizarea gradului de dispersie, minimizarea
contactului dintre fazele incompatibile si asigurarea conditiilor de pastrare, care limiteaza
interactiunile destabilizatoare. Recunoasterea entropiei interne a sistemului drept factor
destabilizator central implicd interventii corective timpurii, ideal incd din faza de materie prima
neprocesatd. Un exemplu relevant este defenolizarea peliculei ligninoase de pe miezul de nuca,
bogatd in fenoli oxidabili, care compromit stabilitatea uleiului, dar mai ales a turtei (395).
Eliminarea lor preventiva imbunatateste proprietatile senzoriale ale miezului (396). Randamentul
de ulei obtinut prin presare de obicei depinde direct de gradul de macinare a materiei prime. Pentru
semintele cu organizare structurald unicd gradul de dispersie poate influenta randamentul uleiului
in mod neasteptat. Astfel, presarea semintelor de in (Linum) cu diferit grad de madcinare

(figura 6.9) are loc conform unor cinetici diferite (192).

16
14
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HH

HH

Volum ulei, mL

S N & &N X

Ciclu I Ciclu IT Ciclu III Ciclu IV
B Seminte intregi, (2,5+0,S)mm OSeminte macinate, (0,10+0,05)mm

Figura 6.9. Cinetica extractiei uleiului din semintele de in (Linum) intregi si micinate

Volumul de ulei extras din semintele intregi scade moderat si liniar in urma fiecarei presari.

Dimpotriva, in cazul In care extractia se efectueaza din semintele macinate, se observa o scidere
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brusca a volumului de ulei, care este extras dupa al doilea ciclu de presare. Randamentul sumar al
uleiului, care a fost obtinut din seminte Intregi dupa 4 cicluri de extractie, 32%, este mai mare
decat randamentul uleiului extras din semintele macinate, 29%. Asadar, extractia din semintele
intregi sau mai exact din seminte strivite in mod ,,natural” in timpul primului ciclu de presare s-a
dovedit a fi mai eficienta cantitativ si calitativ decat extractia din semintele mécinate.

estimata prin raportul ariilor specifice ale particulelor. Pentru particulele aproximativ sferice, aria
si volumul se raportd ca A/ V = 6/ D. Raportul A/ V reprezinta inversul dimensiunii caracteristice

a particulei, exprimat in mm™!. In cazul semintelor analizate de in (figura 6.9), reducerea

dimensiunii de la dintregi= (2.5 £ 0.5) mm 1a dmacinate = (0.10 £ 0.05) mm conduce la cresterea

contactare, ¥ € (13...60). Aceasta amplificare a suprafetei interfazice explicd potentialul de

intensificare a contactelor reactive, favorizand cresterea constantei cinetice a proceselor de
degradare k. In conditii comparabile de temperaturd T si fortd termodinamica asociati (—AG) din
ecuatia (6.9) toate acestea conduc la cresterea vitezei de producere a entropiei ©.

Fibrele alimentare digerabile si non-digerabile, care imbogatesc turtele dupad presarea
uleiului, reprezintd componente biologic active necesare in calitate de suplimente alimentare
pentru o dietd sanatoasa (193). Stabilitatea CBA in turte scade in urma procesului de presare din
cauza distrugerii membranelor celulare. Reactiile dintre continutul celulelor si compusii din spatiul
intercelular conduc la oxidarea accelerata a turtei imediat dupa presare (397), (237).

Figura 6.9 si interpretarea rezultatelor ei argumenteaza necesitatea controlului ingineresc
al entropiei in sistemele policomponente de tipul semintelor oleaginoase. In particular, folosind
controlul entropic, a fost elaborat si brevetat procedeul de separare a mucopolizaharidelor
(amestecului din arabinoxilan si arabinogalactan) din semintele de in (191).

Semintele s-au format pe parcursul evolutiei ca organe care asigurd realizarea functiei de
reproducere, prezentand micro-depozite de compusi biologic activi si de compusi cu energie Tnalta,
care In ansamblu asigurd initierea germindrii si inceputul ciclului nou de viata al organismului. De
exemplu, valoarea energeticd a miezului de nucd cu un continut de apa de 12,0...14,0% variaza in
limitele de 600...670 kCal. Atat incarcatura energeticd (entalpicd) naltd, cat si activitatea
biologici ridicatd sunt indicatori de instabilitate termodinamici a semintelor. In contradictie cu
unele afirmatii para-stiintifice, capacitatea de germinare la majoritatea semintelor se pastreaza

1...5 ani, maximum 10...20 ani (398).
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Fructul Juglans regia L. (399) este cunoscut pentru activitatea biologica a componentilor
chimici, de exemplu, a AGPNS esentiali (66), (400), (401) si a polifenolilor (402). Conform
teoriei holonilor, care presupune existenta unor relatii ierarhice intre sistemele simultan
independente si interdependente (403), planta, fructul si miezul sunt sisteme independente si
autosuficiente, fiecare facand parte din ciclul de viata al plantei.

In miezul de nuca exista cateva grupe de compusi din clase diferite, care, din punct de
vedere chimic, sunt incompatibili. Acestea sunt aminoacizii si zaharurile libere, precum si diferite
glucozide ale compusilor fenolici (404), care intrd in reactia zaharo-aminicda Maillard (11),

formand compusii responsabili de aparitia culorii brune in urma tratarilor termice (405):

-H,0

—NH, + HO—
In conditii structurale intacte, aminoacizii (AMA) si zaharurile reducitoare (ZR) sunt
localizati in compartimente distincte, iar probabilitatea contactului reactiv este aproape nula.

Viteza etapei initiale a reactiei Maillard, rv, poate fi exprimata prin relatia:
=k - [AMA] - [ZR] (6.10)

Intr-o aproximatie geometrica, cresterea gradului de macinare sporeste suprafata specifica
(A/V~1/d), ceea ce mareste probabilitatea contactului dintre AMA si ZR, accelerdnd reactia
Maillard (406). Procesul continud in compozitiile alimentare, care contin miezul presat (397).

Alt exemplu de compusi-antipozi sunt chinonele si acizii grasi polinesaturati prezenti,
respectiv, in peliculd si in partea internd a miezului. Transformarile chimice ale chinonelor conduc
la formarea de radicalii liberi, care ataca moleculele AGPNS (400), (66). Hidrogenii bis-alilici
prezintd energii de disociere mai scazute comparativ cu legaturile C-H saturate, ceea ce faciliteaza
formarea radicalilor, favorizand declansarea reactiilor radicalice in lant:

RH — R*®
R*+ O, — ROO*
ROO®* + RH — ROOH + R*

structurii, poate accelera etapele de propagare si a conduce la intensificarea degradarii lipidice. Se
presupune ca organizarea structurald a sistemelor ce contin AGPNS (65) reduce probabilitatea
initierii i propagdrii reactiilor radicalice, conducand la cresterea stabilitatii oxidative. Ca un
argument vine interpretarea entropica a modelului combinatoric al spread-ului (Capitolul 3.3.3).

In sistemele trifazice U/A/G poate fi utilizati o functie a distributiei probabilistice -

entropia informationald Shannon, H, care nu este identica cu entropia termodinamicad a sistemului
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S. Valorile mici ale lui H indica o distributie concentratd si directionata, in timp ce valorile mai
mari reflectd o dispersie mai uniforma si o eficientd functionald diminuata. Pentru spread-ul cu trei

tipuri de interfete (U/A, U/G, A/G) entropia informationald H se defineste prin relatia:

H==) P-inP, (6.11)

in care: Pi - reprezintd fractia relativd a agentului activ de suprafatd distribuit la interfata i;
H - se exprima in unitdti naturale (,,nat”).
Aceastd marime caracterizeaza gradul de dispersie probabilistica a distributiei AAS la

interfete. Valoarea maxima posibila pentru trei evenimente echiprobabile, Hyax = In3 = 1,099 nat.

Tabelul 6.3. Calculul entropiei informationale Shannon pentru un spread trifazic U/A/G

Ulei / Apa / Gaz H (nat) AAS inutil (%)
T2m:28m:1v 0.224 5
72m:28m:3v 0.476 14
m:18m:1v 0.277 7
82m:18m:3v 0.553 18

Se observa ca majorarea fractiei volumetrice de aer de la 1% la 3% conduce la o crestere a
entropiei informationale, respectiv, o repartizare mai haotica a agentului tensioactiv. Existd o
corelatie puternica, R? = 0.99, intre entropia distributiei si fractia de AAS inutil. Respectiv, aerarea
excesivd determind utilizarea mai putin directionata a AAS, o parte semnificativa fiind consumata
pentru stabilizarea interfetei U/G fara contributie directa la protectia AGPNS.

In contextul reactiilor radicalice ale AGPNS probabilitatea initierii procesului oxidativ este
dependenti de contactul dintre faza lipidici si oxigen. In modelul combinatoric U/A/G

probabilitatea contactului U/G este proportionala cu produsul fractiilor volumetrice:
Pui= Qv - O (6.12)

Cresterea fractiei volumetrice de aer conduce simultan la majorarea probabilitatii
contactului U/G si la cresterea entropiei informationale a distributiei AAS, indicand o repartizare
mai dispersd a agentului tensioactiv la interfata U/A. In aceste conditii reducerea protectiei locale
a fazei lipidice si amplificarea contactului cu oxigenul pot favoriza initierea reactiei radicalice,
estimeaza ponderile interfetelor, ci permite cuantificarea gradului de organizare functionald a
sistemului. Reducerea ¢ (G) (ordonarea sistemului) contribuie la mentinerea unei entropii

informationale scazute a distributiei AAS, ceea ce favorizeaza stabilitatea oxidativa a AGPNS.

168



Principiile evidentiate de modelul combinatoric explicd stabilitatea sistemelor biologice.
Miezul de nuca reprezinta un exemplu de structura biologica multistratificata in care faza lipidica
bogatd in AGPNS este integrata intr-o matrice biopolimerica complexa formata din polizaharide,
proteine si compusi fenolici. Entropia Shannon scdzutd a acestor sisteme structurate este
echivalentd cu distributia non-haotica a oxigenului si a compusilor cu rol de antioxidant, iar
prolongarea functionalitdtii AGPNS reprezintd functia stirii de organizare a sistemului, care
limiteaza probabilitatea declansarii reactiilor radicalice.

Spectrele FTIR si fenomenul observat al destabilizarii peliculei miezului de nuca in
prezenta pectinazelor (396), (395) denota prezenta a cel putin trei tipuri de biopolimeri in pelicula,
diferiti dupa proprietatile sale functionale: 1 — celulozei insolubile in apa, dar cu proprietati
hidrofile; 2 — ligninei - polimerului hidrofob cu benzile la 1240, 1530, 1740 cm! si benzile separate
neobisnuite la 2860 si 2920 cm’!, care de asemenea se atribuie ligninei (407); 3 - a hemicelulozelor

hidrofile relativ usor hidrolizabile (408) (figura 6.10).
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Figura 6.10. Spectrele FTIR ale peliculelor miezului de nuca si ale celulozei microcristaline

Analiza extractului peliculei miezului de nucd confirmd prezenta glucozidelor acizilor
ellagic si galic (404) foarte putin stabili la contactul cu agentii oxidanti. Pot fi desemnate
urmadtoarele niveluri ierarhice orizontale de organizare a structurii fructului si semintei de nuca
(figura 6.11):

I Samanta (pe care o numim de obicei ,,nucd”);

II Partile separate ale semintei: miez, pelicula miezului, septums;

I Tesuturi care difera dupa functie si compozitie;

v Faze si componente care pot fi separate relativ usor prin presare sau extractie;
\% Compusi, separarea carora necesita scindarea nivelurilor III si IV.

VI Produsele de prelucrare fizico-chimica profunda de pe nivelul V.
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Asadar, miezul de nuca reprezintd un ansamblu alcatuit din sisteme independente, care fac
parte dintr-un alt sistem cu organizare superioara, asa-zisa ierarhie de holoni (403). Extinzand
modelul statistic din figura 2.8 la replica organizarii structurale a semintei de nuca (figura 6.11),
se poate concluziona ca coexistenta in miez a compusilor incompatibili din punct de vedere chimic
este asiguratd doar de structura organizata (H mic), vulnerabild in cadrul procesarii miezului.

Vulnerabilitatea compozitiei in cazul perturbarii organizérii structurale a sistemelor
biologice determina stabilitatea lor termodinamica joasa si starea metastabila a acestora. Sistemul
poate sa existe n stare metastabild doar pand la un eveniment spontan sau fortat, care contribuie
la declangarea proceselor ireversibile. Stabilitatea relativa a compusilor biologic activi in sistemul

alimentar este asigurata de starea ordonata structural cu entropia informationald Shannon scazuta.
6.3.  Organizarea structurala si costul entropic al sistemelor cu microcapsule

Compusii biologic activi se supun influentelor destabilizatoare si mai complexe in
compozitiile de tipul emulsiilor alimentare, care, pe langa faza lipidica apolard, U, contin si faza
apoasa polard, A. In sistemele alimentare oxidarea rapida este favorizata in cazul in care lipidele
se afla 1n stare lichida, fie in forma de picaturi mici sau mari, fie in forma straturilor polimoleculare
sau a obiectelor cu dimensiuni ,,nano” (74).

Molecula de oxigen, O, in care legaturile sunt covalente nepolare, nu reprezinta un dipol.
Astfel, oxigenul molecular, fiind apolar, se dizolva mai bine in lipide decat in apa. La prima vedere
faza apoasa, in care oxigenul are solubilitatea joasd, protejeaza picaturile de grasime din emulsiile
U/A de actiunea oxigenului. In realitate, aceastd aparenti nu corespunde Principiului Zero,
conform caruia doua echilibre legate reprezintd de fapt un singur echilibru. Respectiv, lipidele nu
sunt protejate de oxidare in componenta emulsiilor U/A. In contextul Legii de repartitie, oxigenul
in emulsia U/A reprezinta componentul al treilea, iar constanta de repartitie a acestuia dintre ulei

si apa este egald cu raportul concentratiilor in fazele respective (409):

_ Cy(02) _
Krep. = a0 5 (6.13)

In acelasi timp, aria de contact dintre fazele emulsiei este de ordinul 10*...10° m*kg’'. Aria
foarte mare de contact si solubilitatea ridicatd a oxigenului in faza lipidica asigura difuzia rapida
a oxigenului din faza apoasa in faza lipidica, iar interactiunea oxigenului cu resturile acizilor grasi
polinesaturati din compozitia lipidelor va avea loc 1n sistemele coloidale diluate mai repede decat
in lipidele pure. Prin urmare, ,,apa” ca faza polara cu compozitie complexa si ca mediu de dispersie
nu reprezintd o piedicd impermeabild pentru difuzia moleculelor de oxigen catre picaturile de

grasime — faza dispersata a emulsiilor U/A (figura 6.12).
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A emulsie U/A B
Figura 6.12. Schema de repartitie si directia de difuzie a moleculelor de oxigen in sistemul

»aer / apa/ ulei”: 4 —la hotarul aer-apa; B — la hotarul apa-ulei.

Conform studiilor fenomenului de difuziune, viteza de difuzie a oxigenului prin geluri in
baza de agar-agar este de circa 5...10 ori mai lenta decat prin lichid, ceteris paribus (410). Merita
atentie faptul ca agar-agarul, care contine in structura sa un atom de carbon tertiar si o grupa -CHa,
este mai putin polar decat alginatul. Prin urmare, gelul in baza complexului gelatina-alginat (cu
stratul superior de alginat) ar reprezinta o piedica si mai mare pentru oxigen, inclusiv datorita
polaritatii ridicate In componenta microcapsulelor.

Este bine cunoscut faptul ca stabilitatea agregativa a sistemelor coloidale creste odata cu
scaderea dimensiunii particulelor (257), (289). Cu toate acestea, nu mai putin importanta pentru
stabilitatea sistemului dispers este polidispersitatea picaturilor sau particulelor. Polidispersitatea
este o functie matematica ce caracterizeaza repartitia particulelor conform diferitor forme si
dimensiuni. Microcapsulele obtinute prin utilizarea metodelor care necesitd emulsionare vor
mosteni polidispersitatea emulsiilor respective. Influenta polidispersitatii asupra proprietatilor
reologice ale emulsiilor si, respectiv, microcapsulelor, este ambigud si contradictorie, depinzand
neliniar de valorile factorilor fizici si chimici. Printre acestea, unul dintre cele mai importante este
concentratia particulelor fazei dispersate. Cea mai mica stabilitate agregativa vor avea emulsiile
care se formeaza in timpul dispersarii mecanice directe si au polidispersitate inalta (figura 6.13, 4).
Totodatd, emulsiile monodisperse si microcapsulele, derivate din aceste emulsii datorita
componentei omogene, vor avea entropie proprie relativ micd. Concentratia fazei dispersate
reprezintd un factor important, care actioneaza concomitent si neliniar impreuna cu factorul de
polidispersitate. Astfel, geometria unui sistem monodispers concentrat repetd structura
dodecaedrica a spumei (figura 6.13, C). Fortele superficiale ce actioneaza la suprafata bulelor de
gaz si la suprafetele exterioare ale peretilor microcapsulelor sunt identice. Respectiv, si procesul
de distrugere a microcapsulelor in stare concentratd va fi similar cu mecanismul de distrugere a
spumelor (288). Din aceleasi considerente rezultd ca emulsiile concentrate bidisperse, precum si

microcapsulele similare (figura 6.13, B) sunt predispuse la coalescenta si respectiv, coagulare.
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Figura 6.13. Influenta polidispersitatii asupra stabilititii emulsiilor si microcapsulelor:
A — sistem polidispers diluat; B — bidispersie concentratd; C — monodispersie concentratd;
1 — cresterea ponderii fazei dispersate; 2 — scaderea entropiei (cresterea organizdrii structurale)
sistemului; 3 — registenta la coalescentd / coagulare.

Legitétile discutate pot fi deduse din postulatele termodinamicii si din proprietatile
fundamentale ale sistemelor disperse, dar ele sunt sustinute si de observatii experimentale privind
procesele de obtinere a microcapsulelor si emulsiilor polidisperse (111),(411). Rolul
destabilizator al polidispersitatii si efectele stabilizatoare ale complexarii colorant-biopolimer se
reflecta Tn parametri masurabili, precum modificarea constantei vitezei reactiilor de degradare,
variatia ariei interfazale specifice (de ordinul 10%..10° m?*-kg™') sau existenta unui prag de
percolare estimat numeric (®uepp) = 0,684).

In literatura biologica au fost raportate fenomene de organizare ,,rationala” la organismele
primitive, precum plasmodiul Physarum polycephalum (412),(413). In perspectiva
termodinamica, aceste comportamente pot fi interpretate drept manifestari ale auto-organizarii in
sisteme complexe biologice deschise. Evolutia catre configuratiile structurale coerente nu implica
un mecanism cognitiv, ci reflectd constrangeri fizico-chimice, reducerea fluxurilor interne
neproductive si limitarea productiei de entropie.

Prin analogie, sistemele alimentare structurate - inclusiv cele bazate pe microcapsule sau
emulsii AGPNS / Apa / Aer — tind catre configuratii in care organizarea internd optimizeaza
distributia fazelor si, implicit, stabilizeaza functional compusii biologic activi. Astfel, coerenta
structurala nu reprezintd un concept metaforic, ci un rezultat cuantificabil al conditiilor

termodinamice si cinetice care guverneaza sistemele alimentare disperse.
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Figura 6.14. Corelatia ,,compozitie => structura => functie”

Figura 6.14 ilustreaza corelatia dintre continutul de compusi biologic activi, organizarea
structurald a produsului alimentar si functiile pe care acesta le poate exercita asupra organismului.
Exemplul sistemului ,,Vitamina C — Rutind” din catind, imitat de analogul sau functional artificial,
produsul farmaceutic Vasorutin, demonstreaza modul in care organizarea structurald si sinergia
moleculard contribuie la stabilitatea si eficienta fiziologica prolongatd, subliniind faptul ca
stabilitatea compusilor biologic activi este conditionatd de arhitectura matricei alimentare.
Consumul direct de energie pentru producerea alimentelor alcituieste cel putin 4...7 MJ-kg™!, iar
pentru unele produse poate ajunge la 10...17 MI'kg™!' (414). Conform tendintelor mondiale actuale
privind cresterea eficientei energetice, la fabricarea oricaror produse alimentare noi, consumul de
energie nu trebuie sa creasca semnificativ fata de valorile standard (415), (416). Microincapsularea
folosind uscarea prin pulverizare sau in stratul efervescent (Fluid Bed, FB) necesitd temperaturi
ridicate. Pentru liofilizare si uscare prin racire, energia se consuma pentru scaderea temperaturii.

Exista posibilitatea estimarii cantitative a fluxului entropic al diferitor procedee de

microincapsulare, folosind consumul energetic specific (CES):
w
CES = — (6.14)

in care: W - energia totald consumata, (kWh);
m - masa materialului procesat (kg) sau masa apei eliminate (kg H20).
Unitatea de referintd depinde de natura procesului dominant:
e pentru metodele mecanice si cele care au loc in faza lichida (coacervarile, Strat-dupa-Strat,
incorporare lipozomala, extrudare) — per 1 kg de dispersie;
e pentru procesele de uscare — per 1 kg de apa eliminata, deoarece energia este determinata in

principal de tranzitia de faza.
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Astfel, comparatia tehnologiilor se realizeaza in functie de natura fizica a operatiei
dominante nu doar de tipul echipamentului utilizat. Presupunand ca energia consumata se disipa
in final in mediul ambiant la temperatura de referintid T®, entropia produsi de proces poate fi

estimata prin relatia:

ASproces = 75 (6.15)
iar in forma specifica:
ASyroces = g (6.16)
Pentru T® = 298K se obtine:
ASroces ~ 12,08 CES (6.17)

Aceastd marime nu reprezintd entropia termodinamicd a substantei, ci o estimare
inginereasca a costului entropic al tehnologiei, exprimand nivelul de disipare energetica asociat
procesului. Diferentele de ordin de marime ale consumului energetic dintre metodele de
microincapsulare sunt determinate de natura procesului fizic dominant:

. Operatiile mecanice (amestecare, pompare, omogenizare sub presiune) se caracterizeaza
prin lucru mecanic de ordinul zecilor-sutelor kJ-kg™' si cost entropic redus.

o Procesele de ricire si cristalizare necesita fluxuri termice moderate si genereaza valori
intermediare ale SEC.

. Evaporarea apei (spray drying) - necesitatea furnizarii caldurii latente de vaporizare,
cresterea semnificativa a SEC si a entropiei produse.

. Sublimarea la temperaturi extremale joase (liofilizare) consta din tranzitia de faza si
din penalizarea termodinamici asociata producerii frigului. In rezultat, se obtin cele mai
ridicate valori ale SEC i ASp;oces
Cuantificarea SEC si a entropiei produse permite clasificarea  tehnologiilor de

microincapsulare in functie de ,,costul entropic”, precum si evidentierea faptului cad cresterea
productiei de entropie este asociata operatiilor de eliminare a apei prin tranzitii de fazd si nu
microincapsulirii propriu-zise. In acest context, metodele structurale de microincapsulare, precum
coacervarea complexa, se caracterizeazd printr-o productie de entropie semnificativ mai redusa
comparativ cu tehnologiile bazate pe evaporare sau sublimare.

In situatiile in care literatura de specialitate nu oferd valorile directe ale consumului
energetic specific (SEC), estimarea a fost realizatd printr-o analizd inginereascd a operatiilor
unitare dominante din fiecare tehnologie de microincapsulare. Procesul a fost descompus in
componente fundamentale: lucrul mecanic (pompare, omogenizare, amestecare), transfer termic

(incalzire sau racire) si, dupa caz, tranzitii de faza. Valorile CES au fost estimate pe baza relatiilor:
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Pentru procesele dominate de presiunea fluidului:

e ~ APTP (6.18),
in care: e - energia specifica (J-kg!);
AP - diferenta de presiune (Pa = N-m™);
p - densitatea fluidului (kg-m™).
Pentru operatiile de amestecare:
e~ (6.19),
in care: N - puterea utilajului (W =J-s!);
t - timpul de functionare (s);
m - masa materialului procesat (kg)
Pentru procesele termice:
q = Cp,AT (6.20).

Estimarile, desi au caracter orientativ (ordin de marime), permit ierarhizarea comparativa
a metodelor din punct de vedere energetic si entropic (tabelul 6.4).

Tabelul 6.4. Estimarea valorii ASprocs 12 obtinerea microcapsulelor prin diferite metode

Metoda Operatiuni Tip SEC, kWh-kg?' ASpr, kJ-K"-kg™! Estimat
Coacervarea simpla Mix + pH D 0.005...0.050 0.06...0.60 Ec. 6.19
Coacervarea complexa Mix+pH+Cnd D 0.01...0.10 0.12...1.21 Ec. 6.19
Strat-dupa-Strat Mix + Ads+Spl D 0.01...0.20 0.12...2.42 Ec. 6.19
Extruziunea Pres + Form + Str D 0.03...0.30 0.36...3.62 (417), Ec. 6.18
Pulverizarea larece Disp+Rac+Cri D 0.05...0.40 0.60...4.83 Ec. 6.20
Inglobarea lipozomala Flu + Réc D 0.08...0.40 0.97...4.83 Ec. 6.18
Stratul fluidizat Flu+ Disp + Usc PU 0.33...0.74 4.0..8.9 (418)
Pulverizarea la cald  Disp + inc + Vap PU 1.35...1.85 16.3...22.3 (419), (420)
Liofilizarea Con + Vac + Subl PU 16.9...25.3 204...306 (421)

Nota: Mix — mixare; Cnd — condensare; Ads — adsorbtie; Spl — spalare, Pres — presarea fluidului; Form —
formare; Str — structurizare; Disp — dispersare; Ric — racire Cri — cristalizare; Flu — fluidizare; Usc —
uscare; Inc - incilzire, Vap — vaporizare; Con — congelare, Vac — vacuumare; Subl — sublimare; D —
dispersie; PU — pudra uscata.

Metoda de extruziune se referd la categoria metodelor de microincapsulare, care necesita
consum de energie scizut. In pofida faptului ci procesul de extruziune a capsulelor mari
(d =1 mm...3 cm) este relativ usor si rapid, producerea industriald a MC cu d = 2...100 mkm prin

extruziune devine foarte problematicd Metoda de extruziune se realizeazd cu succes in conditii

industriale pentru producerea capsulelor gelatinoase de medicamente si de suplimente alimentare.
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Totodati, reducerea dimensiunilor capsulelor de la 1 cm pani la 10 um necesitd = 2-10°
operatii unice de extrudare. Matricea de extrudare cu mai multe duze, fiind foarte costisitoare,
practic determina pretul Intregii instalatii de extrudare. Dezvoltarea tehnologiilor de imprimare 3D
permite obtinerea matricelor-monolit, care contin pana la 1000 duze de extrudare. Cu toate acestea,
astfel de solutii ingineresti cu adevarat elegante rdman valabile doar pentru volume mici de
laborator: pentru a obtine 2-10° de microcapsule cu diametrul de 10 um pe unitate de timp (doar
1 cm?), este nevoie de 2000 matrici 3D-imprimate a cate 1000 de duze de extruziune fiecare.

Procesele intensive de structurare, precum extruziunea sau omogenizarea sub presiune,
presupun un numar foarte mare de evenimente locale de deformare si rearanjare, estimat la ordinul
a 10°-107 operatii elementare pentru un volum reprezentativ de material. Chiar daca fiecare
eveniment individual este microscopic, cumularea lor confera procesului caracter ireversibil.
Astfel, disiparea energetica asociatd nu rezultd doar din consumul total de energie, ci si din
multiplicarea transformarilor structurale la scara mica.

Recent s-au realizat progrese semnificative in dezvoltarea tehnologiilor de obtinere a
emulsiilor monodisperse (422). Aceste procedee avansate pot in perspectiva apropiata favoriza
dezvoltarea tehnologiilor de microincapsulare, indeosebi a celor care includ etapa de emulsionare.

Introducerea microcapsulelor in formularea produselor alimentare determind o crestere
proportionald a costului de productie, dependenta de fractia masica utilizata si de pretul specific al
ingredientului microincapsulat. Pentru un adaos al microcapsulelor, care va corespunde in produs

cu fractia masica ®, majorarea directa a costului materiei prime, ACy,, se estimeaza prin relatia:

wCpm

ACy, =
% Cpr

€.100% (6.21)

in care: Cwmc — costul microcapsulelor, € - kg'!;

Crr — costul produsului, € - kg™!

Ecuatia (6.21) arata cd efectul relativ asupra pretului final depinde de costul
microcapsulelor si de pozitionarea valorica initiald a produsului alimentar, iar optimizarea
tehnologiilor de microincapsulare prin limitarea productiei de entropie are semnificatie
economica. Reducerea disiparii energetice a procesului conduce implicit la scaderea consumului
energetic specific si la diminuarea costului tehnologic al ingredientului microincapsulat. Controlul
entropic al proceselor devine un criteriu integrator, cu relevantd simultana structurald, energetica
si economicd (423), (424), (3). Astfel, la momentul actual, dintre toate metodele de
microincapsulare existente, ambele tipuri de ,,coacervare”, simpld (C) si complexa (CC), au o
perspectiva reald de utilizare in scopul fabricarii microcapsulelor de calitate alimentara, care vor

fi totodata si fezabile din punct de vedere economic.
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Concluzii la Capitolul 6

Intelegerea termodinamicii procesului de biosintezd a compusilor biologic activi in plante
permite optimizarea momentului recoltarii materiilor prime vegetale, astfel incat sa fie
maximizat continutul de compusi cu activitate functionala in stare relativ stabila, care sunt utile
din punct de vedere nutritional. In special, este indicat ca recoltarea si fie concordati cu
stabilizarea continutului de apa, cand acumularea CBA devine favorizata termodinamic.
Evaluarea eficientei energetice si exergonice a biosintezei diferitor clase de compusi bioactivi
oferd un instrument valoros pentru selectia materiilor prime si proiectarea alimentelor
functionale. Din perspectiva organismului viu, biosinteza lipidelor si aminoacizilor, desi
termodinamic defavorizatd comparativ cu cea a glucidelor, este activata doar 1n cazurile cand
este necesara stocarea unei cantitdti mari de energie si de compusi biologic activi intr-un volum
redus — asa cum se intdmpld in seminte. In absenta acestei constrangeri spatiale plantele
,preferd”, iIn mod conditionat termodinamic, acumularea de glucide mai eficiente exergic.
Stabilitatea compusilor bioactivi poate fi prolongatd prin pastrarea organizarii structurale a
materiei prime vegetale pe parcursul procesarii. Astfel, metodele clasice (méacinare, presare,
congelare) trebuie sa fie Insotite cu masuri de reducere a entropiei informationale Shanon, ce
presupune diminuarea contactului direct dintre componentele chimic incompatibile, prevenirea
proceselor de degradare a interfetelor, care separd in mod natural aceste componente.
Implementarea tehnologiilor moderne de microincapsulare cu eficienta exergica, cum ar fi
coacervarea complexa sau inglobarea lipozomala, reprezinta solutii eficiente si lucrative pentru
protejarea CBA 1in produsele alimentare. Utilizarea emulsiilor monodisperse si controlul
entropiei interne sunt critice pentru obtinerea microcapsulelor stabile si utile din punct de
vedere functional.

Formularea de produse alimentare imbogétite cu CBA trebuie sd tina cont de compatibilitatea
chimicd si structurald a componentelor. O abordare etapizatd a extractiei, separdrii si
valorificarii fractiilor bioactive, Incepand de la materia prima proaspatd, poate duce la
obtinerea unor alimente functionale cu stabilitate si valoare nutritivd ridicatd, evitand

compromiterea integritatii functionale a ingredientelor cu activitate fiziologica.
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CONCLUZII GENERALE

Cercetarile realizate in cadrul tezei au condus la formularea urmatoarelor concluzii:

1. Folosind modele de regresie, combinatorice si termodinamice, s-a demonstrat ca
stabilitatea colorantilor naturali din diferite clase — antocieni (242), (188), (186), betalaine,
chinocalconi (41), acizi grasi @3 s1 ws (65) — este compromisad datoritd contactului lor cu mediul
alimentar neutru sau usor bazic. Efectul de destabilizare se amplificd datoritd prezentei apei
(emulsii A/U, spread-uri, solutii de coloranti). Analiza bibliografica si datele experimentale au
demonstrat ca solutiile tehnologice clasice utilizate pentru prolongarea activitatii CBA in sistemele
alimentare, in special, utilizarea antioxidantilor sintetici, au ajuns la limita eficientei (282). Pentru
a depasi limitarile caracteristice procedeelor clasice de protectie au fost propuse strategii de
prolongare a activitdtii CBA prin crearea structurilor multifazice de tipul microcapsulelor (74) etc.
si utilizarea biopolimerilor pentru stabilizarea fizico-chimica a colorantilor prin complexarea

reciproca (40).

2. Au fost elaborate si aprobate proceduri experimentale cu valoare stiintifica inalta, inclusiv
modificarile metodologice care prevad utilizarea sinergica a spectroscopiei UV-Vis (260) si HPLC
cu detectie PDA (247), (242), metode electrochimice originale de monitorizare a procesului de
microincapsulare (158), o metodd de determinare a polidispersitatii emulsiilor si
microcapsulelor (111), (411), o metoda accesibila de analizd a profilului cromatic RGB al
colorantilor naturali in sistemele-model si in alimente (41), modalitatea de determinarea
impactului biopolimerilor in stare coloidald asupra proprietdtilor optice, aplicabila pentru
complexul celulozd—cartamina in stare imbibatd (262). Metodele elaborate si elementele lor
esentiale permit monitorizarea in timp real a integritatii compusilor biologic activi, indeosebi a

colorantilor in sistemele-model si in alimente.

3. Au fost stabilite metode tehnologice integrate de extractie si purificare, care asigurad
pastrarea structurii si activitdtii functionale a compusilor biologic activi din diferite clase aflate in
stare concentratd — alge brune, Saccharina japonica L., seminte oleaginoase de in, Linum
usitatissimum L. (39) (192), radacini de sfecla rosie, Beta vulgaris L. (197), petale rosii de sofranel,
Carthamus tinctorius L., pelicula miezului de nuca, Juglans regia L. (396). Au fost extrase
fractiuni lichide si pulberi bogate in fibre alimentare — alginati si arabinoxilan, ulei cu un continut
ridicat de vitamine liposolubile (281) si de acizi grasi polinesaturati — linolic si linolenic (191),
coloranti — betanind (196), antocieni-agliconi in stare purd (233) si cartamind (237). Au fost

brevetate procedee de obtinere a biopolimerilor functionali (inulina (304), alginatul (309),
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arabinoxilanul (193)) in stare nativd cu masa moleculara ridicatd, care reprezintd ingrediente

pentru fabricarea alimentelor cu efecte functionale adaugate.

4. A fost elaborat un model combinatoric care, in corelatie cu principiile termodinamicii
statistice, explica structura sistemelor Apa/Ulei/Aer, determindnd limita de jos a stabilitatii lor
(~63% ulei) si imposibilitatea existentei a doud faze continue in aceste sisteme. A fost elaborat si
brevetat un procedeu tehnologic de obtinere a spread-ului — produs tartinabil cu compozitia fazica
Apa/Ulei/Aer, structural similar cu untul din lapte de vaci, avand un continut ridicat, de 30...40%

(m) AGPNS de origine vegetala (64).

5. A fost demonstrat ca biopolimerii de origine variata — alginat, arabinoxilan, acid hialuronic,
alcool polivinilic, celuloza microcristalind — sunt agenti activi de structurizare (38) si de stabilizare
a compusilor biologic activi (408). Interactiunile lor specifice cu colorantii naturali (antocieni,
betalaine, chinocalconi) asigura un efect de protectie, exceptie facand sistemul acid hialuronic—
antocieni, in care acidul hialuronic are rol destabilizator. Rezultatele obtinute confirma necesitatea
ceea ce contribuie la prolongarea activitatii si stabilitatea colorantului pana la momentul

consumului (3), (316), (329).

6. Au fost examinate amplu proprietatile si testarea conditiilor de utilizare a amestecului de
chinocalconi galbeni (235) si ale complexului cartamina-celuloza: coloranti alimentari noi,
comestibili, galbeni si rosii, stabili respectiv in solutie si in stare solida imbibata, la pH 1...6, care
au potential de integrare in produsele acido-lactice si in alte produse structurate cu un continut
ridicat de apa. Conform datelor FTIR, analizei activitatii apei si a profilului cromatic RGB,
mecanismul de stabilizare a chinocalconilor rosii in complex cu celuloza include reducerea
activitatii apei de catre macromoleculele de celuloza, care induce protectia cromoforului impotriva
hidrolizei, respectiv stabilizarea chinocalconilor Tmpotriva degradarii termice sau oxidative.
Complexul cartamind—celulozd reprezinta o fibrd alimentard comestibila, un argument in plus
pentru utilizarea lui in alimente cu valoare fiziologica sporitd. Procedeele de obtinere a colorantilor

chinocalconici au fost brevetate (238).

7. A fost brevetat un procedeu de obtinere a iaurtului in care azocolorantul tartrazina se
substituie cu amestecul de chinocalconi galbeni (335). Mostrele de iaurt cu ACCG au demonstrat
stabilitatea senzoriald, inclusiv cromatica, si compatibilitatea senzoriala a colorantului si iaurtului,
potential functional ridicat al produsului caracterizat prin valoarea biologicd inalta a

chinocalconilor din Cartamus tinctorius L. (236), (317), (334).
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8. A fost propusa revizuirea criticd a modelului clasic de coacervare simpla utilizat pe larg in
procedeele de microincapsulare (3), (74). Folosind simuldrile matematice si masurarile
experimentale electrochimice, au fost aduse argumente privind fenomenele fizico-chimice, care
stau la bazd microincapsuldrii si reprezintd un ansamblu mai complex decat doar coacervarea,
incluzand adsorbtia clasica sicut attrahit sicut, repulsie electrostaticd si reorganizare
moleculara (256). A fost elaboratd diagrama de stare a sistemului gelatina—poliuronat in functie
de raportul de biopolimeri si pH. Monitorizarea electrochimica si utilizarea diagramei permite un
control mai eficient al morfologiei microcapsulelor in formare si ofera solutii viabile pentru
mentinerea activitdtii CBA in forma microincapsulata in timpul depozitarii alimentului, asigurand

livrarea tintitd si activarea in timpul actului de consum.

9. A fost elaborata si brevetatd o tehnologie eficienta de microincapsulare a lipidelor cu
AGPNS 1n faza lichida prin formarea peretilor bistratificati gelatind—poliuronat pe suprafata
picaturilor lipidice (98). Microcapsulele obtinute reprezinta sfere cu diametrul 2...200 microni,
nucleul carora include faza lipidica biologic activd. Grosimea peretelui bistratificat al
microcapsulei nu depinde de dimensiunea ei si constituie circa 370 nm. Procesul de
microincapsulare este optimizat fata de procedeele cunoscute, excluzand etapele de separare si/sau
uscare intermediard, ceea ce asigura consumul redus de resurse si compatibilitatea microcapsulelor

cu alimentele polifazice — chefir si smantana.

10.  S-ademonstrat experimental ca in produsele alimentare acido-lactice microcapsulele au un
comportament favorabil pentru livrarea tintitd a compusilor biologic activi (366). Acestea raman
intacte la actiunea mecanica si la pH slab bazic in cavitatea bucald, rezista la pH al acidului
caracteristic sucului gastric si elibereaza continutul lipidic bioactiv doar in intestinul subtire, la
pH>8 (99). Acest rezultat valideaza utilizarea tehnologiei propuse pentru prolongarea

functionalitatiit CBA, AGPNS si carotenoidelor in produsele lactate fermentate.

11.  Rezultatele experimentale (41), (111), (395), (404), (423) etc. analizate in contextul
modelelor matematice dezvoltate au sugerat interpretarea termodinamica a proceselor de
biosinteza a compusilor biologic activi in plante. Ipoteza privind necesitatea controlului entropic
a fost sustinuta de indicatorii cantitativi ai structurii si stabilitatii sistemelor studiate. Astfel, in
diferite sisteme-model si produse alimentare reale s-a observat ca stabilizarea CBA coreleaza cu
parametrii structurali masurabili: reducerea polidispersitatii fazelor dispersate (PDI<0,2),
cresterea stabilitdtii oxidative a fazei lipidice (scaderea ratei de degradare a AGPNS cu
aproximativ 20...40% 1n prezenta sistemelor antioxidante sinergice), precum si stabilizarea

parametrilor cromatici ai pigmentilor naturali (AE* < 10%) in timpul depozitarii. Aceste rezultate
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denotd ca organizarea ierarhicd a sistemelor alimentare — prin formarea microstructurilor,
complexarea cu biopolimeri si sinergia antioxidantilor — conduce la reducerea entropiei structurale

a sistemului dispers si, implicit, la prelungirea functionalitatii compusilor biologic activi.

RECOMANDARI

Se recomanda continuarea cercetarilor privind mecanismele de stabilizare a compusilor
biologic activi (CBA) in sistemele alimentare prin extinderea modelarilor termodinamice si
combinatorice, prin aplicarea simuldrilor moleculare si prin elucidarea mecanismelor proceselor
de microincapsulare si a interactiunilor biopolimer-colorant. Este oportuna consolidarea
cercetdrilor privind rolul apei in destabilizarea CBA si asupra modalitatilor de limitare a producerii
entropiei 1n sistemele alimentare. Se recomanda aplicarea metodelor instrumentale complementare
(UV-Vis, HPLC-PDA, FTIR, control electrochimic, analiza RGB) pentru monitorizarea
integritatii si activitatii functionale a CBA in timp real.

In industrie se propune valorificarea rezultatelor stiintifice si a brevetelor privind
microincapsularea lipidica, utilizarea biopolimerilor naturali (alginat, arabinoxilan, celuloza) si
elaborarea produselor functionale cu livrare tintitd a CBA. Se recomanda dezvoltarea unor linii
tehnologice pentru integrarea colorantilor naturali de tip chinocalconic si a complexului
cartamina—celuloza, capabile sd inlocuiasca aditivii sintetici in produsele lactate fermentate. Se
incurajeaza proiecte-pilot de cultivare si valorificare industriala a speciilor - surselor de CBA,
inclusiv colorantilor st AGPNS, precum Carthamus tinctorius $i Linum usitatissimum.

La nivel institutional si national se considerd necesara sustinerea cercetarii aplicative si a
transferului tehnologic in domeniul alimentelor functionale, inclusiv prin programe de finantare
orientate spre substituirea aditivilor sintetici cu compusi naturali si optimizarea proceselor de
microincapsulare. Se recomanda armonizarea cadrului normativ national cu politicile UE privind
reducerea utilizarii colorantilor artificiali si stimularea productiei de ingrediente bioactive
autohtone. Este oportuna promovarea parteneriatelor dintre universitdti, institute de cercetare si
industrie pentru implementarea rezultatelor stiintifice in produsele comerciale sigure si
sustenabile, contribuind la cresterea competitivitatii sectorului agroalimentar din Republica
Moldova.

In ansamblu, aceste recomandiri contureazi directiile de dezvoltare a tehnologiilor
alimentare bazate pe controlul entropic al sistemelor alimentare si pe prolongarea functionalitatii

compusilor biologic activi.
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