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Cuvant inainte...

»Ca sa ai o idee grozava,
trebuie sa ai mai multe idei!”

(Thomas Edison)

Sunt de formatie militara. Cénd pleci la un drum trebuie sa-ii
pregatesti cu grija bagajele. Trebuie, sa privesti cu atentie drumul. Trebuie
sa crezi ca-l poti parcurge ca exista un capat ...

Nu stiu cati oameni au crezut, cu adevarat, ca eu pot parcurge un
drum asa de greu.

Nu stiu ce fortda m-a facut sa merg cu atata incapatanare, numai
fnainte.

Multumesc, astazi, acestei forte nevazute cu toata dragostea de care
sunt eu in stare.

Stiu céativa oameni care au avut incredere in mine si sunt mandru ca
am avut increderea lor deschisa:

Petru ALEXE cel mai sever ,antrenor” si, deopotriva, cel mai bun
Lparinte”,

Aurelia IONESCU marea doamna a iluminarii mele, meticuloasa,
rabdatoare, pedagoga si generoasa dincolo de toate,

Mariana STROIU un paznic daruit de Dumnezeu pentru toate
cautarile mele,

luliana APRODU pentru maturitatea spiritului stiintific intr-un trup
firav sau pentru victoria absoluta a spiritului,

Daniela IANITCHI prieten adevarat, un prieten cu stiinta de a
comunica la distanta, un prieten cu vocatia luminii,

Camelia VIZIREANU ca girant a activitatii mele efective la doctorat,



Romulus BURLUC, Livia PI\TRA$CU, Maricica STOICA, Cristian
DIMA, Cristian TUDOSE, Lucia UNGUREANU mari prieteni si tovarasi de
drum.

Si inca multi altii din Universitate sau din armata, marii anonimi ai
increderii in mine.

La sférsit sunt El, Parintii. Ei au dreptul la ultima lacrima. De bucurie.
Da, am ajuns la capat.

Un capat care reprezinta un alt inceput de drum...

Multumesc!...

Floricel CERCEL
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OBIECTIVE

Teza »Cercetari privind obtinerea, caracterizarea si utilizarea proteinelor
miofibrilare in industria alimentara” are radacini adanci, pentru ca primele tatonari au inceput
in urma cu 9 ani.

Cristalizarea obiectivelor s-a realizat in trei zone: obtinerea, caracterizarea si utilizarea
proteinelor miofibrilare.

1. Obtinerea proteinelor miofibrilare.

a. Utilizarea unor surse diferite pentru obtinerea proteinelor miofibrilare.
Au fost utilizate diverse carnuri (porc, vita, ovina, pasare, peste) si subproduse
din carne comestibile (in special organe).
O atentie deosebita s-a acordat identificarii surselor cu potential comestibil direct
mai scazut.

b. Utilizarea unor tehnologii de extractie diferite.
S-a urmarit identificarea documentara a tehnologiilor de extractie a proteinelor
miofibrilaresi au fost vizate aplicatii pentru toate sursele identificate.
Obiectivul urmareste adaptarea unor tehnologii pe surse diferite.

c. Optimizarea tehnologiilor de extractie.
Avand in vedere variabilitatea surselor si a tehnicilor de extractie,s-a avut in
vedere realizarea unor adaptari care sa optimizeze randamentul de obtinere a
proteinelor miofibrilare.

2. Caracterizarea proteinelor miofibrilare obtinute prin diverse tehnici si din surse diferite.
Caracterizarea proteinelor miofibrilare are ca miza intelegerea functionala a proteinelor
pentru a putea exploata eficient toate proprietatile native.

Demersul stiintific avea sa vizeze urmatoarele caracteristici:

a. Explorarea proprietatilor functionale generale
e Solubilitate;
e Interrelatia proteina-apa(capacitatea de hidratare,capacitatea de retinere
a apei,proprieati de absorbtie);
o Capacitatea de emulsionare;
e Capacitatea de spumare;
e Proprietati reologice.

b. Explorarea unor proprietati specifice
e structura microscopica;
e proprietatea de formare a filmelor comestibile;
e proprietati de microincapsulare.

\
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c. ldentificarea unor cai de dezvoltare a utilizarii proteinelor miofibrilare.
Industria alimentara constituie un domeniu extrem de larg de utilizare.
Obiectivele noastre s-au concentrat in urmatoarele zone:

produse din carne;

produse de panificatie;

alimentatie publica;

alimente functionale;

alimente pentru piscicultura (zona microincapsularii).

Vi
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STRUCTURA TEZEI DE DOCTORAT

Teza de doctorat are 155 de pagini, 52 figuri, 22 tabele si este structurata in doua partj,
respectiv:

. STUDIU DOCUMENTAR - in care este prezentat - stadiul actual al cunoasterii prin
studiul literaturii de specialitate;

ll. PARTEA EXPERIMENTALA - cuprinde rezultate, discutii, concluzii si contributiile
personale.

Partea experimentala este structurata in patru capitole:

Capitolul 2. Materiale si metode — cuprinde enumerarea materiilor prime, obfinerea
concentratelor proteice liofilizate precum si o descriere a metodelor de lucru folosite;

Capitolul 3. Studiul proprietatilor functionale ale concentratelor/izolatelor proteice -
proteinele miofibrilare, obtinute din surse diferite, au fost caracterizate din punct de
vedere functional prin determinarea solubilitaii proteinelor, proprietatilor de emulsionare,
spumare si de gelificare;

Capitolul 4. Tmbunatatirea valorii nutritive a painii obtinuta din faind de grau -
adaugarea de concentrat proteic de peste si concentrat proteic liofilizat de peste in
aluat au imbunatatit valoarea nutritiva a painii,

Capitolul 5. Filme comestibile — am prezentat obtinerea si caracterizarea filmelor
comestibile/biodegradabile.

PARTEA EXPERIMENTALA se incheie cu un subcapitol de Concluzii genarale si recomandadri
prezinta sinteza concluziilor ce se desprind din cercetarile efectuate.
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LISTA ABREVIERI

A - hartie alb3;

a* - scala: rosu (+60) vs. verde (-60) - scara de culoare Hunter Lab;
AbA - absorbanta citita pe fond alb;

AbN - absobanta citita pe fond negru;

ADP - acidul adenozin difosforic;

AOAC - Official Methods of Analysis;

ASTM - American Societatea pentru Testarea Materialelor;

ATP - acidul Adenozin trifosforic;

b* - scala: galben (+60)/albastru (-60) - scara de culoare Hunter Lab;
BHA - Butylated hydroxyanisole;

BHT - Butylated hydroxytoluene;

CA - continutul de umiditate ;

CE - capacitatea de emulsionare ;

CPMC - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin solubilizare alcalina (pH 10,8) si

precipitare la pH izoelectric 5,4 - muschi de Crap;

CPMC1 - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin extractie in solutie salina de KCI si
EDTA — muschi de Crap;

CPMCL - concentrat proteic miofibrilar liofilizat de crap;

CPMM - concentrat proteic miofibrilar obfinut prin extractie in solutie salina de KCI si
EDTA — muschi de macrou;

CPMN1 - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin solubilizare in mediu alcalin (pH
10,8) si precipitare la pH izoelectric 5,4 — muschi de Novac;

CPMN2 - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin solubilizare in mediu acid (pH 2,7)
si precipitare la pH izoelectric 5,4 — muschi de Novac;

CPMNS3 - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin extractie in solutie salina de KCI si
EDTA - muschi de Novac;

CPMP1 - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin solubilizare alcalina (pH 10,8) si
precipitare la pH izoelectric 5,4 — pulpa de porc;

CPMP2 - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin Solubilizare in mediu acid (pH 2,7)
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si precipitare la pH izoelectric 5,4 - pulpa de porc;

CPMP3 - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin extractie cu apa distilat3;
CPMP4 - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin extractie cu tampon fosfat;
CPMPP 1 - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin solubilizare in mediu alcalin (pH

10,8) si precipitare la pH izoelectric 5,4 — piept de pui;

CPMPP 2 - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin solubilizare in mediu acid (pH 2,7)
si precipitare la pH izoelectric 5,4 — piept de pui;

CPMV 1 - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin solubilizare in mediu alcalin (pH
10,8) si precipitare la pH izoelectric 5,4 - pulpa de vita;

CPMV 2 - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin solubilizare in mediu acid (pH 2,7)
si precipitare la pH izoelectric 5,4 - pulpa de vita;

DxH - diametru x inaltime;

DC - muschi Dicroism circular;

DH - entalpia denaturarii;

DHA - acid docosahexaenoic;

o) - unghiul de faza sau de deformare;

EDTA - acidul etilendiaminotetraacetic;

EFSA - Autoritatea Europeana pentru Siguranta Alimentara;
EPA - acid ecosapentaenoic;

ER - elongatia procentuala la rupere;

ESB - encefalopatia spongiforma bovina ;

FAO - Food and Agriculture Organization;

FDA - Food and Drug Administration din SUA;

G - modulul elastic de forfecare (de depozitare sau de inmagazinare);
G/IV - grame/volum;

HCI - acid clorhidric;

HMM - meromiozina grea;

INP - acid inozinic;

IPA - izolat proteic de ansoa;
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KCI - clorura de potasiu;

L* - stralucirea, luminozitatea, alb/negru; 100/0 - scara de culoare Hunter Lab;
LD - muschi Longissimus dorsi ;

LDPE - filme din material plastic (polietilena de joasa densitate);

LMM - meromiozina usoara;

MDM - carne dezosata mecanic;

N - hértie neagra;

NaBr - bromura de sodiu;

NaCl - clorura de sodiu;

NAD - nicotinamide adenine dinucleotide

NADP - nicotinamide adenine dinucleotide phosphate;

NaOH - hidroxid de sodiu;

@) - uleij;

pl/PI - punct izoelectric;

PM - muschi Psoas major;

PSE - carne cu miopatie exudativa si depigmentare — pH scazut, carne acida;
PVA - permeabilitate la vapori de ap3;

RH - umiditate relativa;

RT - rezistenta la tractiune;

S1 - solutie de NaCl 0,6M;

S2 - solutie de uree 1,5M + NaCl 0,6M ;

S3 - solutie de uree 8,0M + NaCl 0,6M ;

S4 - solutie de 2-3-mercaptoetanol 0,5M + uree 8,0M + NaCl 0,6M ;
SA - solubilitatea in ap3;

SFF - solutie formatoare de film ;

SM - muschi Semimembranosus ;

SSP - proteine solubile in sare;

S.u. - substanta uscata;
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SV - muschi Serratus ventralis ;

T, - temperaturi de incepere (initiala);

Tg - tranzitie glass ;

Tm - temperatura maxima;

TSA - total substanta uscata solubilizata in apa;
Vi - muschi Vastus intermedius ;
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LISTA FIGURI

Fig. 2.1. Schema generala de extractie a proteinelor miofibrilare — prin spalari repetate;
Figura 2.2. Schema de extractie prin procedeul acid si alcalin;
Figura 3.1. Influenta pH-ului asupra solubilitatii proteinelor din muschiul de peste;

Figura 3.2. Influenta pH-ului asupra solubilitatii proteinelor din muschiul de porc: CPMP1 -
concentrat proteic miofibrilar obfinut prin solubilizare alcalina (pH 10,8) si precipitare la pH
izoelectric 5,4; CPMP2 - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin solubilizare in mediu acid
(pH 2,7) si precipitare la pH izoelectric 5,4; CPMP3 - concentrat proteic miofibrilar obtinut
prin extractie cu apa distilata; CPMP4 - concentrat proteic miofibrilar ob{inut prin extractie cu
tampon fosfat;

Figura 3.3. Influenta pH-ului asupra solubilitatii proteinelor din muschiul de vita: CPMV 1 -
concentrat proteic miofibrilar obtinut prin solubilizare in mediu alcalin (pH 10,8) si precipitare
la pH izoelectric 5,4; CPMV 2 - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin solubilizare in mediu
acid (pH 2,7) si precipitare la pH izoelectric 5,4.;

Figura 3.4. Influenta pH-ului asupra solubilitatii proteinelor din piept de pui: CPMPP 1 -
concentrat proteic miofibrilar obtinut prin solubilizare in mediu alcalin (pH 10,8) si precipitare
la pH izoelectric 5,4; CPMPP 2 - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin solubilizare in
mediu acid (pH 2,7) si precipitare la pH izoelectric 5,4;

Figura 3.5. Compararea solubilitatii proteinelor extrase prin metoda alcalina din diferite
musculare: CPMC - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin solubilizare alcalina (pH 10,8) si
precipitare la pH izoelectric 5,4 - muschi de Crap; CPMP1 - concentrat proteic miofibrilar
obtinut prin solubilizare alcalina (pH 10,8) si precipitare la pH izoelectric 5,4 — pulpa de porc;
CPMV 1 - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin solubilizare in mediu alcalin (pH 10,8) si
precipitare la pH izoelectric 5,4 - pulpa de vita; CPMPP 1 - concentrat proteic miofibrilar
obtinut prin solubilizare Tn mediu alcalin (pH 10,8) si precipitare la pH izoelectric 5,4 — piept
de pui;

Figura 3.6. Compararea solubilitatii proteinelor extrase prin metoda acida din diferite surse
musculare: CPMP2 - concentrat proteic miofibrilar ob{inut prin Solubilizare in mediu acid (pH
2,7) si precipitare la pH izoelectric 5,4 - pulpa de porc; CPMV 2 - concentrat proteic
miofibrilar obtinut prin Solubilizare Th mediu acid (pH 2,7) si precipitare la pH izoelectric 5,4 -
pulpa de vita; CPMPP 2 - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin solubilizare ih mediu acid
(pH 2,7) si precipitare la pH izoelectric 5,4 — piept de pui;

Figura. 3.7.Influenta pH-ului asupra solubilitatii proteinelor din mugchiul de novac;

Figura 3.8. Influenta pH-ului solutiei proteic asupra capacitatii de spumare la concentratele
proteice de peste: CPMC1 - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin extractie in solutie
salina de KCI si EDTA — muschi de Crap; CPMM - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin
extractie n solutie salina de KCI si EDTA — muschi de macrou;

Figura 3.9.. Influenta pH-ului solutiei proteice asupra stabilitati spumei la concentratele
proteice de peste: CPMCL1 - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin extractie in solutie
6
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salina de KCI si EDTA — muschi de Crap; CPMM - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin
extractie in solutie salina de KCI si EDTA — muschi de macrou;

Figura 3.10. Influenta pH-ului solutiei proteice si a tehnicii de extractie asupra capacitatii de
spumare a concentratelor proteice din muschi de porc: CPMP1 - concentrat proteic
miofibrilar obfinut prin solubilizare alcalina (pH 10,8) si precipitare la pH izoelectric 5,4 —
pulpa de porc; CPMP2 - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin Solubilizare ih mediu acid
(pH 2,7) si precipitare la pH izoelectric 5,4 - pulpa de porc; CPMP3 - concentrat proteic
miofibrilar obfinut prin extractie cu apa distilata; CPMP4 - concentrat proteic miofibrilar
obtinut prin extractie cu tampon fosfat:

Figura 3.11. Influenta pH-ului solutiei proteic asupra stabilitati spumei la concentratele
proteice din muschi de porc: CPMP1 - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin solubilizare
alcalina (pH 10,8) si precipitare la pH izoelectric 5,4 — pulpa de porc; CPMP2 - concentrat
proteic miofibrilar obtinut prin Solubilizare in mediu acid (pH 2,7) si precipitare la pH
izoelectric 5,4 - pulpa de porc; CPMP3 - concentrat proteic miofibrilar obf{inut prin extractie cu
apa distilata; CPMP4 - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin extractie cu tampon fosfat;

Figura 3.12. Influenta pH-ului solutiei proteice si a tehnicii de extractie asupra capacitatii de
spumare si a stabilitatii spumei a concentratului proteic din muschi vita (extractie alcalina);

Figura 3.13. Influenta pH-ului solufiei proteice asupra capacitafi de emulsionare a
concentratului de proteine miofibrilare de peste ((a — CPMC - concentrat proteic miofibrilar
obtinut prin solubilizare alcalina (pH 10,8) si precipitare la pH izoelectric 5,4 - muschi de
Crap; b — CPMM - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin extractie in solutie salina de KCI
si EDTA — muschi de macrou);

Figura 3.14. Influenta pH-ului solufiei proteice asupra capacitati de emulsionare a
concentratului de proteine miofibrilare de porc (a - CPMP1 - concentrat proteic miofibrilar
obtinut prin solubilizare alcalina (pH 10,8) si precipitare la pH izoelectric 5,4; b - CPMP2 -
concentrat proteic miofibrilar obtinut prin solubilizare Th mediu acid (pH 2,7) si precipitare la
pH izoelectric 5,4; ¢ - CPMP3 - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin extractie cu apa
distilata; d - CPMP4 - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin extractie cu tampon fosfat);

Figura 3.15. Influenta pH-ului solutiei proteice asupra capacitati de emulsionare a
concentratului de proteine miofibrilare de vita (a - CPMV1 - concentrat proteic miofibrilar
obtinut prin solubilizare in mediu alcalin (pH10,8) si precipitare la pH izoelectric 5,4; b -
CPMV2 - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin solubilizare in mediu acid (pH 2,7) si
precipitare la pH izoelectric 5,4);

Figura 3.16. Influenta pH-ului solufiei proteice asupra capacitafi de emulsionare a
concentratului de proteine miofibrilare de piept de pui (a - CPMPP1 - concentrat proteic
miofibrilar obtinut prin solubilizare in mediu alcalin (pH 10,8) si precipitare la pH izoelectric
5,4; b - CPMPP2 - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin solubilizare in mediu acid (pH
2,7) si precipitare la pH izoelectric 5,4);

Figura 3.17. Modificarea modulului elastic si a unghiului de faza in functie de temperatura -
Omogenat de muschi de crap (concentratia proteica 16,12%, pH 6,3, viteza de incalzire
1°C/minut);
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Figura 3.18. Influenta temperaturii asupra valorilor modulului elastic si unghiului de faza -
Concentrat proteic de muschi de crap extractie alcalina (CPMC1) (concentratia proteica
83,33% din s.u., viteza de incalzire 1°C/minut);

Figura 3.19. Influenta temperaturii asupra valorilor modulului elastic gi unghiului de faza -
Concentrat proteic de muschi de crap extractie acida (CPMC2) (concentratia proteica
82,34% din s.u., viteza de incalzire 1°C/minut);

Figura 3.20. Modificarea modulului elastic si a unghiului de faza in functie de temperatura -
Omogenat de muschi de macrou (Concentratia proteica 18,74%, pH 5,9, viteza de incalzire
1°C/minut) ;

Figura 3.21. Influenta temperaturii asupra valorilor modulului elastic si unghiului de faza -
Concentrat proteic de macrou umed, extractie in KCI si EDTA (CPMM) (Concentratia
proteica 81,60%, pH 6,4, viteza de incalzire 1°C/minut);

Figura 3.22. Modificarea modulului elastic si a unghiului de faza in functie de temperatura -
Omogenat de muschi de novac (Concentratia proteica 17,55% , pH 5,9, viteza de incalzire
1°C/minut) ;

Figura 3.23. Influenta temperaturii asupra valorilor modului elastic si unghiului de faza -
Concentrat proteic de muschi de novac extractie alcalina (concentratia proteica 85,33% din
S.u., viteza de incalzire 1°C/minut);

Figura 3.24. Influenta temperaturii asupra valorilor modului elastic si unghiului de faza -
Concentrat proteic de muschi de novac extractie acida.(concentratia proteica 88,84% s.u.,
viteza de incalzire 1°C/minut);

Figura 3.25. Influenta temperaturii asupra valorilor modului elastic si unghiului de faza -
Concentrat proteic de muschi de novac extractie in KCI si EDTA (concentratia proteica
90,66% din s.u., viteza de incalzire 1°C/minut);

Figura 3.26. Influenta concentratiei proteice asupra modulului elastic la suspensiile de
concentrat de proteine miofibrilare de macrou liofilizat (pH 7,0, viteza de incalzire 1°C/minut);

Figura 3.27. Influenta concentratiei proteice asupra unghiului de faza la suspensiile de
concentrat de proteine miofibrilare de macrou liofilizat(pH 7,0, viteza de incalzire 1°C/minut);

Figura 3.28. Modulul elastic si delta versus temperatura - Omogenat de muschi de vit3;

Figura 3.29. Modulul elastic si delta versus temperatura - 1zolat proteic de piept umed de pui
extractie alcalina (CPMPP1) ;

Figura 3.30. Modulul elastic si delta versus temperatura - Concentrat proteic de porc liofilizat
extractie acida (CPMP1, 6% proteina, pH 7,0);

Figura 3.31. Modulul elastic si delta versus temperatura - Concentrat proteic de porc liofilizat
extractie acida (CPMP1, 8% proteina);

Figura 4.1 Caracteristicile externe ale probelor de paine faina de grau;
Figura 4.2 Caracteristicile interne ale probelor de paine faina de grau;
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Figura.5.1. Filme realizate din solutii de compozitii diferite cu pH acid si alcalin;

Figura 5.2 Variatia grosimii filmului pe baza de proteine de Novac in functie de locatia de
masurare (pH 2,7);

Figura 5.3 Influenta concentratiei de proteine asupra grosimii filmului (pH 2,7);

Figura 5.4 Grosimea filmelor in functie de adaosul de glicerina si de zona de masurare (pH
2,7);

Figura 5.5 Variatia grosimii filmului in functie de nivelul de glicerina (pH 2,7);

Figura 5.6 Variatia grosimii filmului pe baza de proteine din novac in functie de locatia de
masurare si de concentratia de proteine (pH 10.8);

Figura 5.7 Influenta concentratiei de proteine asupra grosimii filmului (pH 10.8);

Figura 5.8 Grosimea filmelor in functie de adaosul de glicerina si de zona de masurare (pH
10.8);

Figura 5.9 Variatia grosimii filmului in functie de nivelul de glicerina (pH 10.8);

Figura 5.10 Grosimea filmelor pe baza de gelatina si cicl odextrina in functie de punctul de
masurare (pH 2,7 si 10,8);

Figura 5.11. Variatia continutului de apa si a solubilitatii in functie de continutul de proteine al
solutiei formatoare de film cu pH 2,7;

Figura 5.12. Variatia continutului de apa si a solubilitatii in functie de continutul de proteine al
solutiei formatoare de film cu pH 10,8;

Figura 5.13.. Variatia continutului de apa si a solubilitatii in functie de nivelul de glicerina (pH
2,7);

Figura 5.14. Variatia continutului de apa si a solubilitatii in functie de nivelul de glicerina (pH
10,8);

Figura 5.15. Variatia permeabilitatii la vapori de apa a filmelor in functie de timp si nivel de
proteine (pH 2,8);

Figura 5.16. Variatia permeabilitatii la vapori de apa a filmelor in functie de timp si nivel de
proteine (pH 10,8);

Figura 5.17. Permeabilitatea la vapori de apa a filmelor in functie de nivelul de proteine
miofibrilare din solutiile formatoare de filme cu pH 2,7 si 10,8;

Figura 5.18. Permeabilitatea la vapori de apa a filmelor in functie de adaosul de glicerina din
solutiile formatoare de filme cu pH 2,7 si 10,8;

Figura 5.19. Permeabilitatea filmelor compozite in functie de timp si pH.
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LISTA TABELE

Tabelul 1.1. Compozitia aproximativa a muschiului scheletal la animale [Forrest, s.a, 1975];

Tabelul 1.2. Compozifia in aminoacizi a proteinelor componente ale tesutului muscular si
conjunctiv si a diferitelor carnuri alese (mg aminoacizi/g proteina) *MDM — Carne dezosata
mecanic. Adaptat dupa [Pellet and Young, 1990];

Tabelul 3.1. Concentrate/izolate proteice, tehnica de obtinere si concentratiile in substanta
uscata si proteine;

Tabelul 3.2. Dependenta modulului elastic de temperatura si de metoda de extractie a
proteinelor musculare;

Tabelul 3.3. Compozitia chimica globala a unor proteinele de origine vegetala si animal3;
Tabelul 3.4. Proprietatile functionale ale derivatelor proteice analizate;
Tabelul 4.1. Compozitia chimica aproximativa a materiilor prime;

Tabelul 4.2.. Retetele de péine contin - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin extractie in
solutie salina de KCI gsi EDTA — musgchi de Crap — CPMC1 si concentrat proteic miofibrilar
liofilizat de crap - CMPCL;

Tabelul 4.3. Continutul de aminoacizi esentiali (mg. aminoacizi/ gr. proteina) la faina si
concentrate proteice de peste (Crap);

Tabelul 4.4. Compozitia chimica a probelor de paine;

Tabelul 4.5.. Continutul de aminoacizi esentiali (mg. aminoacizi/ gr.proteind) ale probelor de
paine si FAO;

Tabelul 4.6.. Continutul de aminoacizi din probele de paine raportat la continutul de aminoacizi
din proteina etalon FAO,;

Tabelul 4.7. Indicii fizici ai probelor de paine;

Tabelul 4.8.. Evaluarea senzoriald a probelor de paine;

Tabelul 5.1 Compozitiile solutiilor formatoare de filme;

Tabelul 5.2 Compozitia aproximativa a proteinelor miofibrilare de Novac;

Tabelul 5.3 Grosimea filmelor bazate pe proteine miofibrilare de Novac;

Tabelul 5.4. Continutul de apa, solubilitatea si permeabilitatea la vapori de apa ale filmelor;
Tabelul 5.5. Parametri de culoare ai filmelor comestibile;

Tabelul 5.6. Coeficientii de corelatie Pearson dintre concentratia de proteine si parametri de

culoare si intre acestia;
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Tabelul 5.7. Transmisia luminii si transparenta filmelor;

Tabelul 5.8. Proprietatile mecanice ale filmelor biodegradabile bazate pe proteine miofibrilare de
Novac.
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|. STUDIU DOCUMENTAR

Capitolul 1. Documentare

1.1. Introducere

Fabricarea produselor procesate de carne implica utilizarea diferitelor tipuri de carnuri,
organe, subproduse comestibile si slanina (ca materii prime), provenite, in principal, de la
bovine, ovine si porcine, alaturi de un numar mare de ingrediente non-carne, cu rol important in
formularile diferitelor produse. Aceste ingrediente stabilizeazd amestecurile si adauga
caracteristici si arome specifice. In mod traditional, se utilizeaza in functie de tipul produsului
agenti de extensie si de ingrosare, apa, sare, nitrii, nitrati, ascorbati/erisorbati, glucide,
antioxidanti, inhibitori de mucegai, condimente si aromatizant;.

Agentii de extensie sunt reprezentati de aditivii proteici, definiti ca proteine non-carne. in
prezent, sunt disponibili comercial diferifi agenti de extensie si de ingrosare pentru utilizare la
salamurile emulsionate, la salamurile cu structurd eterogena si la produsele de carne
restructurate pentru Tmbunatatirea capacitatilor de legare a apei si de emulsionare, a
caracteristicilor de feliere si a consistentei. De asemenea, ei determina cresterea continutului de
proteine, adauga arome specifice, imbunatatesc randamentul la procesare si reduc costurile
formularilor. Cei mai importanti agenti de extensie pentru preparatele din carne sunt proteinele
de soia, proteinele din lapte, amidonul, fainurile si drojdia. Cantitatea maxima permisa pentru
agentii de extensie la productia de salamuri este de 3,5% si este strict reglementata prin lege n
unele tari.

Consumatorii revendica tot mai mult produsele alimentare din carne care contin diferiti
aditivi. Ingredientele proteice de origine vegetald sunt percepute de consumatori ca aditivi,
majoritatea fiind modificate chimic sau obtinute din plante modificate genetic. in aceste conditii,
apare deosebit de oportund dezvoltarea tehnologiilor de obtinere a extractelor sau
concentratelor proteice din carnuri cu valoare alimentara si comerciala redusa din organe si
subprodusele comestibile de abator, utilizate drept ingrediente functionale pentru produsele
procesate din carne.

1.2. Carnea ca materie prima

Carnea este definita ca totalitatea {esuturilor care pot fi consumate ca aliment sau constituie
materia prima de baza pentru obtinerea unei game largi de produse din carne. Carnea este
reprezentata de {esuturile moi ale carcasei: muschi scheletali (30-65%), tesut gras (10-45%) si
tesuturi conjunctive, vasculare si nervoase (Banu si colab., 1997). Alaturi de carne si unele
organe interne si subproduse comestibile de abator de la diverse specii (bovine, porcine, ovine)
se folosesc ca ingrediente pentru constituirea formularilor de produse specifice din carne.

Chimia si comportamentul functional al carnii, ca materie prima pentru procesare, deriva din
caracteristicile {esutului muscular. Muschiul este un tesut biologic cu o Tnalta organizare, cu o
structura intrinseca complexa, o compozitie unica si foarte activ din punct de vedere biochimic.
Anatomia, rigor mortis, compozitia si proprietatile functionale sunt importante in utilizarea
tesutului muscular in produsele de carne procesate (lonescu si colab., 2009). Compozitia carnii
este foarte importantd pentru compozitia produsului finit. Din punct de vedere nutritional,
tesuturile musculare sunt bogate in proteine, care contin toti aminoacizii esentiali, fiind totodata
0 sursa buna de zinc, seleniu, fosfor, fier, vitaminele B6, B12, niacina, colina (Lawrie, 2006),
unele carnuri fiind bogate si in vitamina K (Schurger si colab., 2000). Tesutul muscular are un
continut scazut de glucide si fibre dietetice. Daca gustul carnii poate varia in functie de specia
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animalului, compozitia chimica a tesutului muscular (carne slaba) este relativ constanta (tabelul
1.1). Continutul de grasime din carne poate varia foarte mult in functie de specie si de rasa, de
modul de crestere a animalului, de partea anatomica a corpului si de metodele de abatorizarea
si de prelucrare. Contributia nutritiva a grasimii este, in principal, cea calorica, spre deosebire
de proteine care au, in special, rol plastic. Prin cresterea continutul de grasimi din carne scade
valoarea nutritivd a acesteia. in plus, in carnea grasa exista colesterol asociat cu grasimea
saturata.

Tabelul 1.1. Compozitia aproximativa a mugchiului scheletal la animale [Forrest si colab., 1975]

Component chimic % | Component chimic %
Apa (de la 65 péana la 75,0 | Lipide neutre (0,5 pana la 1,5%) 1,0
80 %)

Proteine (de la 16 pdna la 22%) | 18,5 | Fosfolipide 1,0
Miofibrilare 9,5 | Cerebrozide 0,5
Miozina 5,0 | Colesterol 0,5
Actina 2,0 | Substante azotate neproteice 15
Tropomiozina 0,8 | Creatina si fosfocreatina 0,5
Troponine 0,8 | Nucleotide: Acidul Adenozin 0,3

trifosforic (ATP); Acidul Adenozin
difosforic (ADP), etc.

Proteina M 0,4 | Aminoacizi liberi 0,3
Proteina C 0,2 | Peptide (anserina, carnozina etc.) 0,3
a-actinina 0,2 | Alte substante neproteice 0,1

(creatinina, ureea, inozina, acidul
inozinic (IMP), (NAD), (NADP)

B-actinina 0,1 | Glucide si substante extractive 1,0

neazotate (0,5 pana la 1,5%)
Sarcoplasmatice 6,0 | Glicogen (0,5 pana 1,3%) 0,8
Proteine sarcoplasmatice 5,5 | Intermediari Si produse al 0,1
solubile si enzime mitocondriale metabolismului celular (hexoze si

triozofosfati, acid lactic, acid citric,
acid fumaric, acid succinic, etc.)

Mioglobina 0,3 | Constituenti anorganici 1,0
Hemoglobina 0,1 | Potasiu 0,3
Citocromi and flavoproteine 0,1 | Fosfor (fosfati si fosfor anorganic) 0,2
Proteinele stromale 3,0 | Sulf (inclusiv sulfatii) 0,2
Colagen si reticulina 1,5 | Clor 0,1
Elastina 0,1 | Sodiu 0,1
Alte proteine insolubile 1,4 | Alte (magneziu, calciu, fier, cobalt, 0,1

cupru, zinc, nichel, mangan etc.)
Lipide (1,5 pana la 13,0%) 30 |-

1.2.1. Proteinele carnii

in general, proteinele sunt componentele functionale de baza ale produselor alimentare
procesate cu continuturi ridicate de proteine, ele determinand proprietatile texturale, senzoriale
si nutritionale ale acestora. Produsele alimentare includ diferite tipuri de proteine cu proprietati
structurale, fizico-chimice, functionale si sensibilitati diferite la incalzire si alte tratamente.
Proprietatile functionale ale proteinelor sunt acele proprietati fizico-chimice care afecteaza
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comportamentul lor in timpul procesarii, depozitarii si consumarii sistemelor alimentare si
contribuie la calitatea si atributele senzoriale ale produselor alimentare (Kinsella, 1976).

in general, proprietatile functionale ale proteinelor importante in aplicatiile alimentare sunt:

- hidrofile: solubilitatea, umflarea gi capacitatea de retinere a apei, proprietatile de
spumare si capacitatea de gelificare;

- hidrofile-hidrofobe: capacitatea de emulsionare, de spumare;

- hidrofobe: capacitatea de gelificare, activitatea de suprafata.

In timpul vietii animalului, proteinele carnii indeplinesc functii extrem de variate, ca reflectare
a unui inalt grad de organizare structurala si de specializare. Din punct de vedere structural,
proteinele sunt formate din unul sau mai multe lanturi polipeptidice, fiecare constand din mai
multi radicali de aminoacizi, legati covalent prin legaturi peptidice. Toate proteinele, indiferent
de functie sau provenienta, sunt formate dintr-un grup de 20 a aminoacizi [compusi chimici care
contin doua grupari functionale (-NH, si -COOH) si catene diferite], aranjati in diferite secvente
specifice. O proteina nativa poate prezenta structuri secundare, tertiare si cuaternare stabilizate
prin interactiuni hidrofobe, legaturi de hidrogen si interactiuni electrostatice intre gruparile
functionale ale aminoacizilor. Tn plus, structura pliata a proteinei poate fi stabilizatd in continuare
prin legaturi covalente cross puternice.

Compozitia chimica elementara a maijoritatii proteinelor este similara, ele contindnd in
molecula lor: carbon (50 - 56%); oxigen (20 - 23%); hidrogen (6 - 8%); azot (15 - 17%); sulf (O -
2%); fosfor (0 - 1%).

Proteinele carnii reprezinta, dupa apa, constituentii cei mai importanti ai organismelor
animale. Proteinele musculare joaca un rol crucial in timpul prelucrarii carnii, fiind responsabile
pentru formarea structurilor coezive si texturilor ferme induse termic la produselor bazate pe
carne, gust si culoare.

Folosind drept criteriu de clasificare, localizarea proteinelor in {esutul muscular, ele se pot fi
grupate in trei categorii: proteinele sarcoplasmatice, proteinele granulare sau ale organitelor
celulare, nuclei, mitocondrii sau sarcozomi, de o deosebitd importanta in metabolismul
energetic al muschiului; proteinele miofibrilare (functionale sau structurale si regulatorii) si
proteinele stromei, ce contin substante de natura colagenica (lonescu si colab., 2009).

1.2.1.1. Proteinele sarcoplasmatice

Proteinele sarcoplasmatice reprezinta un ansamblu de proteine solubile Th apa si in solutii
saline cu tarie ionica pu=0,15 sau mai mica si la pH neutru, localizate in sarcoplasma. Ele
reprezinta 25-44% din totalul proteinelor musgchiului scheletal in functie de specia animalului
(Mackie, 1993; lonescu si colab., 2006; Wahyuni si colab., 1998), contin cel putin 100-200
proteine diferite, in majoritate, enzime ale sistemului glicolitic, care participa la generarea ATP-
lui pe cale anaeroba (glicoliza sarcoplasmatica), la sinteza glucidelor si proteinelor, enzime
mitocondriale implicate in transferul de electroni, in sinteza lipidelor si in ciclul acidului citric,
precum si enzime lizozomale proteolitice.

Aceasta grupa de proteine intervine in transformarile biochimice care au loc in muschi dupa
moartea animalului (activitatea glicolitica si modificarea pH-ul carnii proaspete) si in
determinarea unor caracteristici senzoriale ale carnii: miros, gust si culoare.

Proteinele sarcoplasmatice au mase moleculare relativ mici (16 - 160 kDa), sunt incarcate
electric, se separa usor prin electroforeza si prezinta diferente genetice, in functie de specia
animalului. Ele sunt reprezentate, in principal, de: miogen, mioglobina, mioalbumina si globulina
X. Proteinele sarcoplasmatice sunt proteine globulare care contin numeroase grupari hidrofile si
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grupari —SH, situate in interiorul moleculelor. Proteinele sarcoplasmatice au proprietati
functionale slabe, dar pot forma geluri si filme proteice in conditii speciale.

in general, proteinele sarcoplasmatice au activitate de suprafata ridicata si actioneaza ca
emulgatori si au tendinta puternica de spumare.

1.2.1.2. Proteine miofibrilare

Proteinele miofibrilare sunt localizate in miofibrile, contribuie la organizarea filamentoasa a
muschiului si participa direct la procesul mecanochimic al contractiei si al rigiditatii musculare.
Proteinele structurale reprezinta fractiunea de proteine cea mai bogata din tesutul muscular (54-
70% din totalul proteinelor tesutului muscular).

Proteinele miofibrilare, din punct de vedere tehnologic, contribuie la fragezimea carnii,
determina capacitatea de retinere a apei si de hidratare a carnii, capacitatile de emulsionare a
grasimilor si de gelificare. Proteinele miofibrilare prin aportul mare de aminoacizi esentiali,
contribuie cu circa 70% din valoarea nutritiva adusa de carne. (Banu si colab., 1980, lonescu si
colab., 2009).

Proteinele miofibrilare au solubilitate intermediara intre proteinele sarcoplasmatice si
stromale (insolubile Th apa, dar solubile in solutii saline cu tarie ionica mai mare de 0,3 sau in
solutii cu pH controlat). Ele sunt proteine fibrilare care se asociaza intre ele cu formarea unor
structuri complexe paralele (Cuq si colab., 1995). Proteinele miofibrilare se impart in:

- proteine contractile: actina, miozina si actomiozina;

- proteine reglatoare: tropomiozina si complexul troponinic;

- proteine citosacheletale: nebulina si titina;

- componente proteice minore cu functii necunoscute: proteinele M, C si F, a si B-
actinina.

Proteinele miofibrilare indeplinesc functionalitati multiple, care includ:

- capacitatea de gelificare;
capacitatea de emulsionare;
- capacitatea de legare a apei;
adeziunea.

Datoritéd acestor proprietati proteinele miofibrilare tind sa dezvolte o varietate de produse
restructurate, texturizate, cum ar fi luncheon meat, sunci dezosate si restructurate, diferite tipuri
de frankfurter, surimi si produse pe baza de surimi, filme comestibile bazate pe proteine
miofibrilare.

Factorii care influenteaza functionalitatea proteinelor miofibrilare sunt:

a. factori intrinseci: compozitia in aminoacizi, secventele peptidice,
aranjamentul spatial, marimea proteinelor, forma moleculei proteice, solubilitatea,
concentratia proteinei extrase in faza apoasa, suprafata de hidrofobicitate si tipul
de fibre musculare;

b. factori extrinseci: pH, temperatura, viteza de incalzire, gradul de maruntire
si de oxidare, prezenta diferitelor componente nonproteice, precum lipidele,
mineralele, glucidele, acizii, aromele si alti factori de procesare care influenteaza
structura proteinelor.

Miozina

Din punct de vedere structural, molecula asimetrica de miozina este un hexamer (2 trimeri)
cu masa moleculara de 480 - 520 kDa. Ea contine doua lanturi grele, fiecare avand aproximativ
2000 de resturi de aminoacizi. Cele doua lanfuri polipeptidice grele contin cate un domeniu N-
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terminal si un domeniu C-terminal, ultimul fiind gasit la fiecare tija pe o morfologie spira-
spiralata, care mentine cele doua lanfuri grele impreuna.

Miozina Il, prezenta in muschiul animalelor, are doua capete globulare, cu lungimea de 15-
18 nm gi diametrul de 4,5 nm, atasate fiecare flexibil de sfargitul uneia dintre cele doua tije lungi
cu configuratie a-helix, cu profil unic. Tija moleculei de miozina are lungimea de 135-150 nm si
diametrul de 1,5 nm. Miozina contine 4 lanturi usoare (cate 2 pentru fiecare cap globular, cu
masa moleculara de 20 kDa), care leaga lanfurile grele in regiunea gatului intre cap si tija. De
fiecare lan{ greu se leaga un lant usor esential fosforilabil si un lan{ usor reglator, nefosforilabil.
Lanturile usoare contin 40-42 grupari -SH per moleculd, care functioneazd ca modulatori ai
activitatii ATP-azice a miozinei (lonescu si colab., 2009) si participa la formarea legaturilor cross
in timpul tratamentului termic la fabricarea produselor procesate de carne si a filmelor
comestibile pe baza de proteine miofibrilare.

Miozina reprezinta 35% din proteinele musculare totale si 50-55% din continutul proteic al
miofibrilei. Miozina este o proteina cu valoare biologica ridicata, ea are o0 compozitie echilibrata
in aminoacizi si contine toti aminoacizii esentiali. Continutul ridicat de aminoacizi
monoaminodicarboxilici (42%) determina caracterul pronuntat acid al miozinei, care are pH-ul
punctului izoelectric la 5,4. Continutul de aminoacizi diaminomonocarboxilici se situeaza la nivel
de 19,3%.

Actina

Actina este o proteina globulara universala implicata in formarea miofilamentelor subiiri,
componente majore ale citoscheletului. In fibrele musculare, ea joaca rol esential, impreuna cu
miozina, in contractia musculara, fiind implicata direct in conversia energiei chimice Tn lucru
mecanic. G-actina este formata dintr-un singur lant polipeptidic, constituit din 375 resturi de
aminoacizi, cu lungimea de 29 nm, diametrul de 2,5 nm si are masa moleculara de 24-70 kDa.
Ea prezinta proprietatea de a polimeriza cu formare de filamente, actina F, cu masa moleculara
de 1,5-10° kDa.

Tropomiozina

Tropomiozina este asociata cu actina si cu complexul troponinic. Asocierea contribuie la
stabilizarea mecanica a fibrelor musculare. Troponinele sunt localizate in filamentele de F-
acting, in lungul lanturilor de tropomiozina. Atat a-, cat si B-actinina au functii de reglare in
muschi. Proteina M are functie enzimatica si structurald. Proteina C consta numai dintr-un
singur lant polipeptidic care se ataseaza la tija moleculei de miozina.

Titina si nebulina

Titina si nebulina constituie proteine structurale. Titina este o proteina gigant, cu masa
moleculara de 2800 kDa. Ea reprezinta a treia proteina miofibrilara din punct de vedere
cantitativ (Trinich, 1991). Filamentele de titina sunt paralele cu fialmentele de actina si de
miozina si contribuie la formarea si stabilizarea organizarii acestora. Nebulina este o proteina
structurala importanta a muschiului si reprezinta 3-4% din proteinele miofibrilare totale.
Nebulina si F-actina sunt direct asociate pe toata lungimea filamentelor usoare.

Tropomiozina, complexul troponinic, titina si nebulina ca si fractiunea minora de proteine
miofibrilare sunt putin importante in determinarea proprietatilor functionale ale proteinelor
miofibrilare.

1.2.1.3. Proteinele tesutului conjunctiv

Proteinele tesutului conjunctiv (proteinele stromale) transmit miscarea generata de
proteinele miofibrilare la scheletul corpului, de aceea proteinele tesutului conjunctiv sunt
deosebit de rezistente si puternice.
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Colagenul este proteina majora a tesutului conjunctiv din carne si este similar celui gasit in
piele, ligamente si tendoane. Continutul de colagen variaza cu tipul de muschi si chiar in cadrul
aceluiasi muschi, dar nu cu varsta animalului, el devenind mai tare la animalele adulte si mai
abundent la locul de atasare a muschiului de os.

Muschii utilizati pentru locomotie, cum sunt muschii de la picioare au niveluri mai mari de
colagen decat muschii utilizati ca suport, cum sunt muschii dorsali.

Proteinele stromale sunt insolubile in apa si solutii saline, dar sunt solubile in solutii acide
sau alcaline. In muschi, proteinele stromale, reprezentate in principal de colagen, se gasesc in
epimisium, perimisium si endomisium, cu rol limitat in structura si textura carnurilor tocate.
Totusi, atunci cand colagenul este suficient hidratat, se umfla si este convertit in gelatina, care
exercita capacitate remarcabila de legare a apei si de formare rapida a gelurilor la racire.
Proteinele respective sunt importante pentru produsele procesate din materii prime cu continut
mai mare de fesut conjunctiv care sunt mai ieftine, au impact asupra texturii si calitaii
produsului finit (aspicuri, tobe). Tn tabelul 1.2 este indicatd compozitia in aminoacizi a unor
carnuri si proteine.
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Tabelul 1.2. Compozitia in aminoacizi a proteinelor componente ale tesutului muscular si conjunctiv si a diferitelor carnuri alese (mg aminoacizi/g proteina)
*MDM — Carne dezosatd mecanic. Adaptat dupa [ Pellet and Young, 1990]

Aminoacizi Carne | Carnede | Carne de Carnuri procesate | MDM* | Actina | Miozina | Tropomiozina Colagen de Elastina
de vita porc oaie prin sarare bovina de bovina
Acid aspartic 88 89 85 91 88 107 115 117 43 9
Treonina 40 51 49 49 32 77 54 31 18 9
Serina 38 40 39 42 38 8 41 40 35 7
Acid glutamic 144 145 144 129 142 40 229 320 99 19
Prolina 54 46 48 52 61 0 25 6 114 106
Glicina 71 61 67 80 82 3 26 9 187 189
Alanina 64 63 63 64 67 8 59 89 74 158
Valina 57 50 50 52 61 9 47 29 23 140
Metionina 23 25 23 22 28 2 33 25 8 Urme
Cistina 14 13 13 15 15 2 11 9 - -
Izoleucind 51 49 48 49 39 4 55 39 15 31
Leucina 84 75 74 74 80 2 108 121 28 72
Tirozina 32 30 32 29 25 7 33 29 67 13
Fenilalanina 40 41 39 40 43 8 47 9 21 52
Aminoacizi din
arupa histidinei 29 32 27 28 30 7 24 10 8 1
Lizina 84 78 76 74 78 0 146 184 30 4
Arginina 66 64 69 66 77 4 79 75 75 11
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Colagenul

Colagenul este o proteina fibroasa stromala extrasa din tesuturile conjunctive, tendoane,
piele, oase si sistemul vascular, care sunt degeuri la prelucrarea carnii. Colagenul este
constituit din trei lanturi polipetidice paralele, care se combina pentru a forma un triplu helix
(Haug si colab., 2004).

Gelatina se formeaza atunci cand colagenul este expus la un tratament termic bland in
conditii acide sau alcaline (Badii si Howell, 2006). In acest proces, colagenul este partial
denaturat, dar la racire se reformeaza partial structura de helix triplu, alaturi de domenii
nestructurate. Materialul proteic rezultat este definit ca gelatina.

Gelatina contine o mare cantitate de prolina, hidroxiprolina, lizina si hiodroxilizind, care pot
da reactii de condensare de tip aldol, pentru a forma legaturi cross intra- si intermoleculare intre
lanturile de proteine. Gelatina este utilizata in industria alimentara pentru a ingrosa si texturiza
alimentele, datoritd proprietatilor sale bune de gelifiere, ca agent de spumare datorita
proprietatilor bune de suprafata si in industria farmaceutica de mult timp. Recent, gelatinele
marine au capatat un mare interes din cauza stigmatului asociat cu encefalopatia spongiforma
bovina (ESB), un risc potential pentru gelatina obtinutd din tesutul colagen de la bovine.
Gelatina de peste este obtinuta din pielea si oasele speciilor de pesti care traiesc in apele reci.
Numai in Alaska, peste un milion de de lire sterline sunt generate anual prin valorificarea
subproduselor acvatice (Avena-Bustillos si colab., 2006). Gelatina de peste are compozitia n
aminoacizi diferitd de cea a gelatinei de mamifere, ea contine un procent mai mic de prolina si
hidroxiprolina; prin urmare, gelatinele de peste au temperaturi de topire si gelifiere mai scazute
(Balian si Bowes 1977).

1.2.2. Proprietatile functionale ale proteinelor musculare

1.2.2.1. Capacitatea de retinere a apei

Capacitatea de retinere a apei este una din cele mai importante proprietati ale carnii la
produsele procesate, ea afecteaza randamentul si suculenta produsului finit. Capacitatea de
retinere a apei este definita ca proprietatea carnii de a refine apa proprie si adaugata in timpul
aplicarii unei forte externe, cum sunt maruniirea, cuterizarea, presarea si tratamentul termic.
Proprietatile fizice importante ale carnii crude care includ culoarea, textura si fermitatea sunt
determinate, in mare masura, de capacitatea carnii de a refine apa; suculenta si fragezimea
carnii fierte fiind numai partial dependente de aceasta insusire a carnii. in muschi, exista trei
forme de apa: legata, imobilizata si libera. Apa legata reprezinta aproximativ 4-5% din apa
muschiului si este puternic legata de proteine (Banu si colab., 1997). Apa imobilizata este
legatd de moleculele de apa din stratul care inconjoara proteinele, retinerea acestor molecule
de apa este cu atat mai slaba, cu cat creste distanta fata de grupele reactive ale proteinelor.
Apa libera este apa retinuta numai prin fortele de suprafata. Modificarea capacitatii de retinere a
apei a carnii este consecinta modificarii sarcinilor proteinelor si a marimii spatiilor dintre
filamentele subfiri si groase ale miofibrilelor, disponibile pentru a fi ocupate de apa imobilizata si
libera.

Proteinele miofibrilare sunt compusi macromoleculari cu structura tridimensionala. Ele au in
structura lor atat sarcini electrice pozitive, cat si negative, sarcini care actioneaza ca polii
magnetilor, in sensul ca sarcinile de sens opus se atrag intre ele, iar cele de acelasi sens se
resping. Daca numarul de sarcini negative creste, spatiul dintre proteine devine mai mare
deoarece lanturile proteice cu sarcini negative se resping intre ele. Punctul izoelectric al
proteinelor este acel punct la care numarul sarcinilor pozitive este egal cu numarul sarcinilor
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negative si sarcina neta a proteinei este zero. Punctul izoelectric al proteinelor carnii se
situeaza in jurul pH-ului de 5,4-5,6 (pH-ul ultim rezultat dupa dezvoltarea normala a rigiditatii
musculare pentru carnea de porc), pH-ul la care sarcina neta a proteinei este zero, spatiul
dintre lanturile polipeptidice este cel mai mic si capacitatea de retinere a apei are valoarea cea
mai redusa.

Daca pH-ul camii creste peste 5,4 (creste sarcina netd negativa), lanfurile proteice se
resping intre ele, spatiul dintre proteine creste, ca si capacitatea de retinere a apei. Aceste
evenimente se produc la adaos de sare si polifosfati la carne. Clorura de sodiu dizolvata in apa
se gaseste in stare disociatéd ca ioni de Na* si de CI'. lonii de Na" au o micé influenta asupra
spatiului liber dintre lanfurile proteice, dar ionii de CI" actioneaza prin cresterea sarcinii negative
a proteinelor. De asemenea, adaosul de sare reduce punctul izoelectric al proteinelor la pH 4,5,
cu toate ca ea creste usor pH-ul carnii. Rezultatul adaugarii sarii este cresterea spatiului dintre
lanturile proteice si ameliorarea capacitatii de retinere a apei. Proteinele miofibrilare care leaga
destula apa devin solubile, nu se vor separa sau nu vor precipita in solutia electrolitica din
carne. Cantitatea de proteine miofibrilare solubilizata este esentiala pentru legarea bucatilor de
carne intre ele la produsele de carne restructurate (semiconserve) si pentru caracteristicile de
adezivitate, vascozitate si de legare ale bradtului (salamuri).

1.2.2.2. Proprietatile de gelificare ale proteinelor miofibrilare

Proteinele miofibrilare sunt responsabile pentru proprietatile texturale ale produselor
procesate din carne (Yasui si colab., 1980; Asghar si colab., 1985). In general, ele sunt extrase
in solutii saline cu tarie ionica mare (0,3-0,6M), sunt cunoscute ca proteine solubile Tn sare
(SSP) si reprezintda 10% din greutate musculaturii striate (Asghar si colab., 1985). Dintre
proteinele miofibrilare, miozina si actina contribuie cel mai mult la dezvoltarea caracteristicilor
de gel la produsele procesate din carne sarata.

Gelificarea miozinei indusa termic conduce la formarea unei retele cu structura
tridimensionala, care retine apa intr-o stare mai putin mobila (Yasui si colab., 1979).
Proprietatile fizice si reologice ale gelurilor de proteine globulare depind mai mult de
dimensiunea moleculara si sunt mai putin influentate de compozitia in aminoacizi a proteinei
sau de secventa acestora (Damodaran, 1989), ceea ce probabil este valabil si Tn cazul
proteinelor miofibrilare. in timpul formarii retelei este imbunatatita retentia apei si a grasimii;
randamentul, textura si coeziunea produsului finit sunt conditionate de capacitatea de gelificare
a proteinelor miofibrilare (Smith si colab., 1988).

Factorii care influenteaza proprietatile de gelificare indusa termic au fost studiate pentru
diferite proteine miofibrilare, indeosebi, miozina de vita, porc, pasare, peste si iepure (Fretheim
si colab., 1986; Smith si colab., 1988; Hennigar si colab., 1989; Chan si colab., 1992; Xiong,
1992; Lan si colab., 1995a, 1995b; Boyer si colab., 1996a, 1996b). Gelificarea proteinelor
musculare implica denaturarea partiala, urmatad de agregarea ireversibila a capetelor miozinei
prin formarea legaturilor disulfitice si tranzitia corpului moleculei de la forma de helix la spirala
care conduce la o retea cu structura tridimensionala (Samejima si colab., 1981; Smith si colab.,
1988; Sharp si colab., 1992; Stone si colab., 1992). n timpul gelificarii, miozina si alte proteine
solubile in sare sufera modificari complexe ale caracteristicilor reologice, in funciie de
temperatura si pH-ul la care sunt expuse (Egelandsdal si colab., 1986; Xiong, 1993).

Proteinele miofibrilare, extrase in solutii saline, participa in mod diferentiat la capacitatea de
formare a gelurilor, miozina si actomiozina avand importanta deosebita in gelificarea pastei de
carne si a exsudatului la tratament termic sau sub actiunea concentratiilor ridicate de sare
(formarea texturii salamurilor crude-uscate). Actina manifesta o capacitate de gelificare mult mai
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redusa in comparatie cu miozina, ea prin legare de miozind modifica caracteristicile de
gelificare ale acesteia, in sensul reducerii acesteia, pe cand tropomiozina nu manifesta efect
asupra gelificarii pastei de carne.

Caracteristicile de gelificare ale actomiozinei sunt determinate de portiunea corespunzatore
miozinei, in special, de lanful greu al moleculei de miozina, care prezinta specificitate de specie.
Mai mult de jumatate din aminoacizii, care constituie molecula de miozina, sunt hidrofili si
aproximativ 80% din acestia sunt aminoacizi cu caracter acid sau bazic si care prin expunere la
suprafata moleculei intra in contact direct cu apa.

La realizarea retelei structurale tridimensionale in timpul gelificarii solului de proteine
miofibrilare participa legaturile saline, de hidrogen, disulfitice si interactiuni hidrofobice.
Legaturile saline intermoleculare se formeaza intre aminoacizii lanfurilor proteice incarcati cu
sarcini diferite si au rol important in stabilizarea structurii retelei diferitelor geluri alimentare.

In plus, in structura proteinelor miofibrilare existd multi aminoacizi capabili s formeze
legaturi de hidrogen intermoleculare. Treonina, serina, hidroxiprolina si tirozina contin o grupare
hidroxil si resturile de prolina si hidroxiprolind contin o grupare imino, ambele actionand ca
donori sau acceptori de protoni, pe cand resturile de glutamina si asparagina contin o grupare
carbonil care actioneaza ca un acceptor de protoni. Legatura intermoleculara disulfitica (-S-S-)
se formeaza prin oxidarea a doua resturi de cisteina.

Legaturile hidrofobe sunt generate de interactiunile dipol-dipol, dintre moleculele nepolare.
Aproximativ 25% din aminoacizii care alcatuiesc molecula de miozina sunt aminoacizi hidrofobi,
cum este cazul alaninei, valinei, leucinei, izoleucinei, prolinei, triptofanului si fenilalaninei. Daca
aceste resturi hidrofobe sunt in contact cu moleculele de apa, se formeaza o “clarthrate” sau
“iceberg”, instabila termodinamic prin care un numar mare de molecule de apa sunt legate prin
legaturi de hidrogen una de alta in jurul restului de aminoacid (hidratare hidrofoba), (lonescu si
colab., 2005).

Sursa si tipul muschiului influenteaza proprietatile de gelificare ale proteinelor musculare.
Proprietatile de gelificare ale proteinelor miofibrilare au fost studiate la diferite specii de animale,
cum sunt: pui (Smith si colab., 1988; Xiong, 1992; Liu si Xiong, 1996; Lesiow si Xiong, 2003),
vita (Fretheim si colab., 1986), porc (Robe si Xiong, 1993; Lan si colab., 1995a, 1995b), iepure
(Boyer si colab., 1996a, 1996b), curca (Barbut, 1997) si peste (Hennigar si colab., 1989; Chan
si colab., 1992). Cofrade si colab., (1997) investigand proprietatile de gelificare termica ale
actomiozinei de pui, porc si hec au remarcat ca nu exista diferenfe semnificative in taria
maxima a gelului pentru speciile studiate, cu toate ca pH-ul, nivelul de sare, concentratia
proteinei au fost diferite de la caz la caz. In domeniul de pH 5,5-6,0 si tarie ionica 0,1-0,2M
NaCl, proteinele miofibrilare de pui si porc formeaza geluri cu tarie maxima, dar numai in
conditii optime privind concentratia proteinei, pH-ul, taria ionica (12,97 mg/mL proteina, pH 5,7
si 0,22M NaCl). Actomiozina de hec este mai sensibila la incalzire, decat cea de porc sau pui i
formeaza geluri cu tarie adecvata in conditiile: 10 mg/mL proteina, pH 6,3 si 0,1M NaCl. Chan si
colab., (1992), prin studierea legaturilor cross intre proteinele extrase din muschii de cod, hering
si hec argintiu, au gasit ca diferentele privind capacitatea de a forma geluri a celor trei specii de
pesti au fost determinate de capacitate HMM (meromiozina grea) de a forma legaturi
transversale; moleculele HMM de hec argintiu si de cod pot polimeriza cu formare de agregate
proteice mari, pe cand cele de hering nu. HMM de cod si hec argintiu formeaza atat polimeri
mici, cat si polimeri mari, dar HMM de hering formeaza numai polimeri mici. Formarea
agregatelor mari constituie o prenecesitate pentru dezvoltarea unui gel cu elasticitate buna. Liu
si colab., (2007) au constatat ca miozina de peste a fost mult mai susceptibila la gelificare
indusa termic, decat miozina de porc. Camou si Sebranek (1991) investigand caracteristicile de
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gelificare ale proteinelor muschiului de porc PSE in comparatie cu proteinele muschiului de porc
normal au constatat ca taria gelului extractelor PSE a reprezentat numai 45% din taria gelului
de control, la concentratii echivalente de proteina. Pierderea functionalitatii muschiului PSE a
fost cauzata de denaturarea proteinelor ca rezultat al producerii rapide de acid lactic intr-un
muschi cu temperatura ridicata (Park si colab., 1975). Stabursvik si colab., (1984) au aratat ca
denaturarea extensiva se produce in segmentul LMM (meromiozina usoara) la muschii PSE, cu
o reducere in entalpia aparenta de 50%. La aceeasi specie, proprietatile de gelificare ale
proteinelor miofibrilare sunt influentate si de tipul de muschi. Robe si Xiong (1993) au examinat
proteinele solubile in sare extrase din muschii Longissimus dorsi (LD) Serratus ventralis (SV) gi
Vastus intermedius (VI) prin testari reologice dinamice si au gasit ca modulul de depozitare (G’)
a fost afectat de tipul de muschi, VI conducénd la geluri cu consistenta mai tare in comparatie
cu SV si LD. Miofibrilele din muschiul de porc Semimembranosus (SM), fata de cele din Psoas
major (PM) produc geluri mai tari (Westphalen si colab., 2006). in timpul incalzirii treptate a
miozinei de iepure, in/sau fara prezenta altor proteine miofibrilare, proteinele musculare din
muschiul cu contractie rapida formeaza geluri considerabil mai rigide, decéat cele obtinute din
proteinele din muschiul cu contractie lentd (Boyer si colab., 1996a). In conditii similare de
procesare, proteinele miofibrilare din muschiul alb, in general, exercita proprietati de gelificare
mai bune decét cele din muschiul rosu (Fretheim si colab., Xiong, 1992; Xiong, 1994; Lesiéw si
Xiong, 2001a). Diferentele intre proprietatile reologice intre muschiul alb si rosu sunt atribuite
factorilor intrinseci, cum sunt izoformele proteinelor miofibrilare (Asghar si colab., 1984). Liu si
Xiong (1996) au precizat, de asemenea, ca gelurile din proteinele miofibrilare din muschii de la
pulpele de pui produc moduli de depozitare mai mici, decat cele din piept de pui, independent
de pH, tarie ionica si prezenta antioxidantilor, diferentele fiind, in principal, atribuite izofomelor
miozinei dependente de tipul fibrei si polimorfismului. Diferente similare au fost raportate si de
Lefévre, s.a. (1998) pentru muschii de pastrav, la o viteza de incalzire de 1°C/min., dar nu si la
temperatura de 60°C, la care au fost formate geluri solide de ambele tipuri de miofibrile. Totusi,
la o vitezd de incalzire mai mica de 0,25°C/min, miofibrilele din muschiul alb formeaza geluri
mai puternice la toate temperaturile.

Concentratia proteinei joaca un rol cheie in determinarea proprietatilor de inducere termica
a gelurilor. Ferry (1948) a fost primul care a propus teoria concentratiei minime de gelificare
(concentratia critica de proteine), sub care nu se poate forma o structura continua
tridimensionala. Proteinele miofibrilare poseda o capacitate de gelificare termica mult mai mare
decat proteinele vegetale. In mod normal, gelificarea se produce atunci cand continutul de
proteine variaza intre 5 $i15% pentru proteinele vegetale (Arntfield si colab., 1990), pe cand
continutul de proteine miofibrilare suficient pentru a induce un gel termic este de 0,5%.
Diferenta dintre concentratia minima de gelificare a proteinelor miofibrilare si a proteinelor
vegetale este, probabil, datoratd compozitiei in aminoacizi a proteinei si masei moleculara
medie. Miozina este o molecula filamentoasa lunga cu 4500 aminoacizi si 0 masa moleculara
medie de 500 kDa (Clark si colab., 2002), substantial mai mare decét la majoritatea proteinelor
vegetale. Componentele majore ale izolatelor proteice din soia, cum sunt glicinina (legumina
sau globulina 11S), au masa moleculara de 340 pana la 375 kDa (Utsumi si colab., 1981) si -
conglicinina (vicilina sau 7S globulina), 140 - 170 kDa (Petruccelli si Afion, 1995), care
reprezinta 34% si respectiv 27% din izolatul proteic (Iwabuchi si Yamauchi 1987a, 1987b). Este
posibil ca lungimea mai mare a lantului polipeptidic al proteinelor miofibrilare sa contribuie la o
capacitate de gelificare mai mare, in comparatie cu cel al proteinelor vegetale, mai degraba
decat aminoacizii specifici. Fermitatea si taria gelului cresc cu cresterea concentratiei de
proteina indiferent de sursa proteica (Ishioroshi si colab., 1979, 1981; Foegeding si colab.,
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1986; Fretheim si colab., 1986). Smith si O’Neill (1997) au raportat ca prin cresterea
concentratiei de proteina de la 4 la 8% a crescut substantial taria gelului de like-surimi de pui.
Prin cresterea concentratiei de proteine miofibrilare cresc taria, elasticitatea si adezivitatea
gelurilor proteice (Brewer si colab., 2005), dar coezivitatea creste usor gi inconsistent. Ei au tras
concluzia ca intarirea gelului a fost cauzata de o crestere a ariei matricei ocupata de proteina,
care mareste potentialul de interlegare la jonctiuni.

pH. Proprietatile de gelificare ale proteinelor depind de pH (Chang si colab., 2001a; Lesiow
si colab., Xiong 2001a). La punctul izoelectric (pl), proteinele au sarcina neta zero, se agrega,
retin cea mai mica cantitate de apa si formeaza un gel slab sau nu formeaza gel (Smith, 2001).
Agregarea proteinelor inainte de incalzire inhiba formarea gelului de proteine miofibrilare si
depinde, in mare masura, de sarcina electrostatica a moleculelor (Boyer si colab., 1996a),
afectatd de pH si de taria ionica. Tn timpul denaturérii si disocierii termice a moleculelor de
proteine miofibrilare se modifica natura interactiunilor electrostatice in functie de valoarea de pH
(Wang si colab., 1990). pHul optim pentru gelificarea miozinei, actomiozinei sau miofibrilelor la
concentratie scazuta de sare (0,1-0,3M) a fost in jur de 6,0 (Ishioroshi si colab., 1979;
Egelandsdal si colab.,1986; Hermansson si colab., 1986; Paredi si colab., 1999). Muschii albi si
rosii prezinta capacitati de gelificare diferite, influentate de valorile de pH diferite ale proteinelor
muschiului alb si rosu (Fretheim si colab., 1986). pHul optim pentru gelificarea muschiului de pui
in 0,6M NaCl sau KCI a avut valoarea 6,0 pentru miofibrilele din piept si 5,5 pentru miofibrilele
din pulpe (Xiong si colab., 1991; Lesiéw si colab., 2003). Tn cazul omogenatelor (paste) de
muschi de pulpe de pui, cele mai puternice geluri se formeaza la pH cuprins intre 5,8-6,3, iar in
lipsa sarii, geluri elastice se formeaza la pH acid (3,16-4,06) (Ke si Hultin, 2005). Taria gelurilor
pe baza de paste de piept de curca creste prin cresterea pH-ului de la 4,5 pana la 7,5, pe cand
in cazul pastelor de muschi de pulpa de curca, taria gelului creste de la pH 4,5 la 6,5, dar nu
prezinta diferente la pH 6,5 si 7,5. Proprietatile reologice ale proteinelor miofibrilare din LD au
fost similare la pH 6,0 si 6,5, ceea ce demonstreaza independenta de pH, totusi la temperaturi
peste 57°C, proteinele miofibrilare din muschii SM si PM exercita valori ale lui G’ mai mari la pH
6,0, In comparatie cu cele de la pH 6,5 (Westphalen si colab., 2005, 2006). Diferentele pot fi
atribuite variatiilor subtile ale proteinelor datoritd tipului de muschi sau metabolismului
postmortem. Reducerea pH-ului omogenatului de carne de rechin in apa la 3,5 cu acizi organici,
cum ar fi acidul acetic sau lactic, conduce la formarea gelului, gelificarea fiind dependenta de
concentratia proteinei si de temperatura (Venugopal si colab., 2002). Gelificarea proteinei
miofibrilare, in general, se produce prin incalzire, dar gelurile proteice se pot forma si la valori
de pH reduse, fara incalzire. Hermansson si colab., (1986) au studiat efectele pH-ului si tariei
ionice asupra gelurilor de miozina induse termic si au observat, de asemenea, ca atunci cand
solutiile de miozina sunt dializate in tampon de pH 4 de KCI 0,6M, gelurile se formeaza spontan
la 4°C. Liu si colab., (2008) au investigat relatia dintre structura secundara si proprietatile de
gelificare ale miozinei de porcine la diferite valori de pH prin dicroism circular (DC) si reologie
dinamica si au gasit ca proprietatile de gelificare au fost puternic dependente de pH. La pH
neutru (7), spectru DC releva ca structura majora a fost a-helix (>80%). Modificarea pH-ului
departe de neutralitate descreste marcant continutul de a-helix. Prin scaderea pH-ului de la 7 la
5,5, continutul de a-helix a scazut rapid de la 87,4% péana la 15,8% si a crescut structura B-
pliata de la 5,1% la 41,2%. Datoritéd prezentei mai multor structuri B-pliate aproape de pl (5,5-
6,0) miozina de porcine poate coagula la 15°C. La pH 6,5-9,0, incalzirea poate cauza conversia
partiala a a-helix in structura R-pliata si apoi in structuri de tip spirala rasucite la intdmplare.
Miozina incepe sa formeze geluri la temperaturi mai mari de 38°C si taria gelului descreste cu
cresterea pH-ului. Disocierea structurii a helix, cat si formarea structurilor -pliate joaca un rol
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important in formarea gelului. Generarea gelurilor de proteine miofibrilare la valori de pH <5,3 la
24 si 32°C in timpul productiei microbiene de acid lactic prin fermentatie sta la baza dezvoltarii
texturii salamurilor nefierte sau crude si a suncii sarate-uscate (Feiner, 2006).

Proprietatile de gelificare ale proteinelor musculare mai sunt influentate de temperatura de
incalzire, viteza de crestere a temperaturii si de diversi adjuvanti.

Solubilitatea si proprietatile de gelificare sunt importante si la obtinerea filmelor comestibile
pe baza acestor proteine.

In prezent, carnea se poate utiliza ca atare sau proteinele musculare pot fi separate si
utilizate ca ingrediente functionale, cum sunt concentratele de proteine structurale (surimi, like-
surimi) izolatele si hidrolizatele proteice.

1.2.3. Obtinerea si utilizarea concentratelor de proteine musculare

1.2.3.1. Procedeul surimi

Proteinele miofibrilare pot fi utilizate in diferite aplicatii ca ingrediente functionale numai
dupa extragerea acestora din carne sau peste, purificare si concentrare.

Surimi este un concentrat de proteine miofibrilare de peste cu proprietati elastice specific
japonez, care, in prezent, prin transfer de tehnologie, a capatat o larga dezvoltare si in alte tari,
cum sunt Statele Unite ale Americii, Canada, Noua Zeelanda, Coreea, Spania, China etc.
Dezvoltarea productiei de surimi a fost stimulata de:

- cresterea cantitatii de materie prima cu valoare alimentara redusa, dar cu bune
insusiri de gelificare, prin valorificarea cu succes a speciilor neutilizabile sau mai putin
utilizate Tn consumul uman (circa 30% din capturile de peste nu sunt destinate
consumului uman datoritd unor inconveniente legate de dimensiuni, de aspectul
neatractiv si de continutul mare de oase);

- disponibilitatea materiei prime pe tot timpul anului;

- dezvoltarea de noi produse pe baza de surimi;

- dezvoltarea atat a noilor tehnologii de fabricare si de conservare a produselor,
cat si a echipamentelor si masinilor incluse in liniile tehnologice de fabricarea a pastei de
surimi si a produselor pe baza de surimi (Banu si lonescu, 2009).

Procedeul surimi implica tratamente succesive de spalare in apa sau diferite solutii pentru
indepartarea componentelor indezirabile, precum proteinele sarcoplasmatice, proteinele
extracelulare (colagenice), lipidele, substantele non-proteice si componentele sangelui (Cuq si
colab., 1995; Monterrey-Q, 1998) din muschiul de peste sau alte carnuri separate mecanic.

Prepararea surimi din peste alb (hec, cod si pollock de Alaska) este descrisa de mai multi
autori (Lee, 1986; Pigott, 1976, Venugopal, 1992). Dupa receptie, pestele proaspat este
conservat in gheata, rezolutia rigor mortis (5-20 ore) fiind necesara inainte de orice procesare.
Pestele se spala, se decapiteaza si eviscereaza cat mai rapid pentru a preveni migrarea
proteazelor intestinale in muschi. Se indeparteaza coloana vertebrala, apoi se spala si se
supune operatiei de separare mecanica a oaselor si a pielii. Spalarea carnii tocate se repeta de
2-3 ori in 2-3 volume de apa rece pentru 5 minute si este urmata de indeparterea apei de
spalare prin presare sau centrifugare. La ultima spalare se adauga clorura de sodiu (0,1-0,3
g/100 g peste maruntit) pentru a facilita eliminarea apei. Dupa separarea tesutului conjunctiv, a
oaselor si pielii prin site fine, carnea spalata si rafinata se preseaza intr-o presa cu melc pentru
descresterea continutului final de apa (80% apa la 100 g carne de peste spalatd). Carnea de
peste spalata este omogenizata cu agenti crioprotectori (5 g zaharoza, 5 g sorbitol si 0,3 g
polifosfat pentru 100 g carne). Adaugarea agentilor crioprotectori contribuie la prelungirea
duratei de pastrare a concentratelor de proteine miofibrialre la -20 - -30°C, fara modificarea
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proprietatilor functionale (Lee, 1984; Lee, 1986a; Park si colab., 1994; Park si Morrissey, 2000;
Hultin si colab., 2000; Hultin, 2002, Banu si lonescu, 2009) la congelare sau uscare prin
pulverizare si liofilizare. Surimi din peste alb este incolor si fara miros si are proprietati
functionale interesante, in special proprietati de gelificare (Lanier, 1986). Anual sunt prelucrate
2-3 milioane tone de peste alb pentru fabricare de surimi, cu un cost de 2-5 dolari/kg in functie
de specia utilizata.

Surimi din peste alb, datorita mirosului slab, culorii albe si proprietatilor functionale
excelente (capacitate de legare a apei, de gelificare si capacitatea de emulsionare bune), este
utilizat ca ingredient functional in produsele restructurate pe baza de carne de vita, porc sau
pasare si intr-o gama larga de formulari exotice, cum sunt kamaboko, analogii de peste, picior
de crab, scallop, midii si de stridii (Lanier, 1986; Ragenstein si colab., 1986), la fabricarea
salamurilor de peste ca inlocuitor de carne si a filmelor comestibile si biodegradabile.

Prepararea surimi din peste pelagic gras (sardina, macrou, ansua si hering) necesita
adaugarea de bicarbonat de sodiu (0,5 g/l) la prima apa de spalare pentru a elimina
componentele grase si pigmentii. Surimi obtinut din peste pelagic gras este mai putin neutru
decat surimi din pesgte alb. Surimi din sardina are proprietati bune de gelificare, dar prezinta o
culoare usor cenusie si miros specific de peste (Roussel si Cheftel, 1988; Trevino si colab.,
1990). Prin acest procedeu se obtine un concentrat cu continut ridicat de proteine miofibrilare,
cunoscut ca surimi.

1.2.3.2. Produsul de tip surimi (surimi-like)

Produsul de tip surimi (surimi din carne) obtinut din carnea altor specii de animale are
proprietati similare cu surimi de peste. Totusi, exista informatii limitate referitoare la prepararea
si proprietatile functionale ale produselor de tip surimi obtinute din carnea de vita, porc, pasare,
pui (Park si colab., 1996; Smyth si O’Neill, 1997). Utilizarea carnurilor rogii ca materie prima
prezinta inconvenientul continuturilor ridicate de pigment, grasime, tesut conjunctiv si colagen.
Totusi, acest procedeu poate creste valoarea bucatilor de carne neutilizabile (carne sangerata,
carne dezosata mecanic de vita, porc si pui, carnea de la gaturile de pui) sau a subproduselor
de abator (inimd) ceea ce conduce la cregterea profitabilitatii intreprinderilor (Smyth si O’Neill,
1997, lonescu si colab., 2008). Spalarea apoasa, centrifugarea si strecurarea au fost utilizate
pentru indepartarea pigmentilor heminici, tesutului conjunctiv si a altor componente solubile in
apa. Concentratul umed de proteine miofibrilare este desemnat drept surimi din carne.

Proprietatile de gelificare induse termic ale produselor surimi gi surimi din carne sunt folosite
pentru fabricarea diferitelor produse de carne si filme comestibile.

Prin aplicarea unor tehnologii similare cu cele folosite la fabricarea produsului surimi din
carne de peste au fost obtinute concentrate de proteine miofibrilare din inima de vita, inima de
capra, carne recuperata mecanic de porc si de pasare, carne de vita de pe beregati (esofag),
carne de vita de pe falci (McKeith si colab., 1988; Desmond si colab., 1997 si 1998; Keny si
colab., 1997; Dawkins si colab., 2000; lonescu si colab., 2002, 2008 si 2010).

Tehnologia de obtinere a concentratului de proteine miofibrilare din carnurile rosii este mult
mai dificila, decat din carnea de peste, deoarece aceste carnuri contin mai multa grasime,
pigmenti si tesut conjunctiv, care trebuie sa fie indepartate. Pentru separarea proteinelor
miofibrilare ,carnea de inima curatata de vasele si cheagurile de sénge si de grasimea externa,
fin maruntitd se spala de mai multe ori fie cu apa racitad cu gheata (1:9), fie cu diferite solutii
racite (tampon fosfat de sodiu, tampon fosfat + NaCl, tampon fosfat + propilgalat si tampon
fosfat + tripolifosfat, bicarbonat de sodiu). Pentru indepartarea apei sau solutiei de extractie
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fiecare spalare este urmata de centrifugare/presare, dupa ultima spalare efectudndu-se si o
filtrare pentru indepartarea tesutului conjunctiv.

in final, la concentratul umed de proteine miofibrilare din carne se adauga un crioprotector
sau un amestec de crioprotectori (sare, sorbitol si polifosfat) pentru a preintdmpina denaturarea
proteinelor in timpul depozitarii in regim de congelare (-30°C). Concentratul proteic din carnurile
rosii poate fi utilizat ca ingredient functional la fabricarea carnatilor de vita, salamurilor
emulsionate, la obtinerea pateurilor.

Proteinele miofibrilare si produsele de tip surimi si like - surimi, in prezent, sunt utilizate si ca
materie prima pentru obtinerea filmelor comestibile pe baza de proteine animale.

1.2.3.3. Obtinerea concentratelor proteice prin tehnica schimbarii pH-ului

La sfarsitul anilor 1990 si inceputurile anilor 2000 a fost inventata si patentata o noua
tehnica de recupararea a proteinelor musculare din surse cu valoare alimentara redusa. Noua
tehnologie este denumita metoda bazata pe schimbarea pH-ului (shift-pH) sau procedeul de
solubilizare acida sau alcalind a proteinelor musculare (Hultin si Kelleher, 1999, 2000). Acest
procedeu consta din urmatoarele faze:

- omogenizarea masei musculare tocate cu apa; raportul carne : apa variaza de la
1:5 pana la 1:9 (Nolsge si Undeland, 2009);

- solubilizarea proteinelor prin ajustarea pH-ului omogenatelor la valori de pH
extreme la care proteinele au solubilitate maxima: 2,5-3,5 in cazul procedeului acid si la
10,2-12 in cazul procedeului alacalin;

- centrifugare la viteza mare pentru a elimina componentele non-proteice. In timpul
centrifugarii, omogenatele sunt separate pe baza densitatii in trei fractiuni: grasime,
solutia proteica acida sau alcalina si stratul de impuritati cu densitate mai mare (piele,
oase si membrane celulare) (Park si Lin, 2005);

- precipitarea proteinelor solubilizate prin ajustarea pH-ului la nivelul punctului
izoelectric al proteinelor miofibrilare (pl = 5,2 - 5,5 si 4,4). La aceasta valoare de pH,
proteinele miofibrilare vor precipita deoarece nu sunt incarcate electric;

- centrifugare pentru separarea proteinelor sedimentate. Dupa colectarea
proteinelor functionale valoarea pH-ului poate fi re-ajustata la nivelul pH-ului fiziologic al
muschiului (7,0);

- adaugarea crioprotectantilor;

- congelarea in blocuri a izolatului proteic obtinut la temperatura de -30°C si
depozitarea la acceasi temperatura.

Procedelul de prelucrare prin modificarea pH-ului este o metoda indicata pentru utilizarea
carnurilor cu valoare redusa, mai ales a acelor tipuri de materii prime cu continuturi ridicate de
grasime si pigmenti care sunt dificil de separat prin procedeul conventional surimi.

Procedeele acid si alcalin de separare a proteinelor aplicate in industria pestelui si carnii
prezinta unele avantaje fata de procedeul conventional surimi:

- nu implica indepartarea prealabilda a oaselor din materia prima (Nolsge si
Undeland, 2009);

- randament de extractie a proteinelor mai ridicat (Hultin si Kelleher, 1999). Choi si
Park (2002) au raportat ca procedeele de solubilizare alcalina si acida in cazul speciei
de peste Blue Whiting (Micromesistius poutassou) de Pacific a condus la o crestere a
randamentului in proteine cu 20%, fata de procedeul conventional cu trei spalari, ca
urmare a recuperarii tuturor proteinelor miofibrilare si a unei largi parti din proteinele
sarcoplasmatice atunci cand pH-ul este ajustat la punctul izoelectric. De asemenea,
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diversi cercetatori examinand posibilitatea utilizarii tehnicii de extractie a proteinelor
musculare prin modificarea pH-ului din diferite tipuri de carnuri au obtinut randamente
variate, astfel:

- Kristinsson si Ingadottir (2002) au obtinut la folosirea ca materie prima a carnii de
Tilapia randamente cuprinse intre 61-68% prin aplicarea procedeului de solubilizare
alcalina si 56-61% pentru procedeul acid;

- Undeland si colab., (2002) folosind carne de hering au obtinut randamente
cuprinse intre 68-74% pentru ambele procedee de solubilizare;

- Batista (1999) a obtinut un randament de 71,8% la extactia proteinelor din carnea
de hec si monkfish;

- Betti si Fletcher folosind carne rogie de broiler au obtinut un randament de 70%,
in conditiile solubilizarii proteinelor la pH 10,5 si a precipitarii la pH 4,4;

- indepartarea eficienta a componentelor nedorite prin utilizarea centrifugarii la
viteza ridicata (Kristinsson si Hultin, 2003; Hultin si colab., 2005; Sanmartin si colab.,
2009);

- prin folosirea unui raport optim apa:carne ambele fractiuni lipidice neutre gi polare
sunt separate. Reducerea semnificativa a lipidelor si aromei de peste, conduce la
evitarea proceselor de oxidare a lipidelor care afecteaza negativ aspectul, textura si
valoarea nutritiva a concentratelor proteice, marind termenul de valabilitate a produsului
finit. De asemenea, apele uzate obtinute la prelucrarea carnurilor cu modificarea pH-ului
contine mai putine parti solide ca urmare a utilizarii procesului de centrifugare la viteza
ridicata (Park si colab., 2003);

- indepartarea eficienta a toxinelor solubile in lipide in cazul pestilor toxici si a
dioxinei (Vareltzis si Undeland, 2008);

- calitatea mai buna a proteinelor. Izolatele proteice obtinute prin tratament alcalin
poseda calitati de gelificare mai bune decéat cele preparate prin solubilizarea acida sau
procedeul conventional surimi (Yongsawatdigul si colab., 2004). Liang si Hultin (2003)
au realizat solubilizarea proteinelor din carnea de curca dezosata mecanic (CCDM) la
pH 10,8, precipitarea la pH 5,2, raportul carne:apa fiind de 1:6.

Procedeele prezinta dezavantajul ca tratamentele de ajustare a pH-ului induc unele
modificari conformationale, denaturare si agregare; izolatele proteice fiind folosite ca
ingrediente functionale in alte aplicatii decat surimi. De asemenea, cele doua stadii de
centrifugare sunt controversate, de aceea se indica inlocuirea cu filtrarea (Nolsge si colab.,
2011).

1.3. Formarea filmelor biodegradabile/comestibile

Filme si inveligurile (de acoperire) biodergadabile/comestibile sunt straturi subtiri de
materiale comestibile aplicate pe produsele alimentare si farmaceutice cu rol important in
conservarea, distributia si marketingul acestora. Filmele comestibile protejeaza produsul
impotriva deteriorarii mecanice, fizice gi chimice si impotriva alterarii microbiene (Tharanathan,
2005). Utilizarea lor in aplicatii alimentare, mai ales la produse foarte perisabile, se bazeaza pe
anumite proprietati ale filmelor comestibile, cum ar fi costul, disponibilitatea, atributele
functionale, proprietatile mecanice (flexibilitate, rezistenta la tractiune), optice (luminozitate si
opacitatea), efectul de bariera impotriva fluxului de gaze, rezistenta structurala la apa si la
microorganisme si acceptabilitate senzoriald (Falguera si colab., 2004).

Filmele sunt produse din biopolimeri alimentari si aditivi de puritate alimentara. Biopolimerii
formatori de film pot fi proteine, polizaharide si lipide. Filmele comestibile si membranele pot
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imbunatati calitatea produselor alimentare, ele functiondnd ca bariere impotriva uleiurilor,
gazelor sau vaporilor. In plus, ele pot actiona ca transportori de substante active, cum ar fi
antioxidantii, compusii antimicrobieni si de aroma, conducéand la extinderea duratei de viata si la
imbunatatirea sigurantei (Kester si Fennena, 1986; Krochta si Mulder Johnson, 1997; Hun si
Gennadios, 2005). Biopolimerii includ:

- proteine: vegetale, musculare, gelatina si colagen, lactate, din oua:

- polizaharide: amidon, pectina, metilceluloza, chitina;

- lipide sau combinatii ale acestora (filme composite). Prepararea filmelor si
membranelor comestibile bazate pe proteine musculare se poate realiza folosind:

a. concentrate de proteine miofibrilare:

- surimi de peste (Cuq si colab., 1995, 1997), (Monterrey-Q, 1988);

- surimi din carne de vita (Souza si colab., 1997);

- surimi din carne dezosata mecanic de pasare, muschi de inima (lonescu
si colab., 2008). Se poate utiliza surimi umed, congelat si decongelat, surimi uscat
prin liofilizare (Monterrey-Q, 1998) sau in aer (Cuq si colab., 1997d);

b. proteine sarcoplsamatice (lwata 2001; Tanaka si colab., 2001). Proteinele
sarcoplasmatice spre deosebire de cele miofibrilare sunt proteine globulare care
necesita initial o denaturare termica pentru a forma o matrice continua (Ilwata si colab.,
2000). Prin tratament termic se modifica structura proteinei globulare, cauzadnd o
expunere a gruparilor -SH si in consecinta se produc legaturi -S-S- intre lanturile
proteice adiacente si, de asemenea, interarctiuni hidrofobe (Perez-Gogo si Krochta,
2001; Sobral si colab., 2004, 2005; Garcia si Sobral, 2005);

c. muschi de peste care contine atat proteine miofibrilare cat si proteine
sarcoplasmatice (Tilapia de Nil, Paschoalich si colab., 2003).

1.3.1. Clasificarea filmelor si invelisurilor comestibile/biodegradabile
in functie de materia prima utilizatd pentru obtinerea filmelor si inveligurilor
comestibile/biodegradabile, aceste se impart in:

- filme gsi invelisuri pe bazéa de poliglucide:

e celuloza(metilceluloza,carboximetilceluloza,hidroxipropilceluloza,
hidroxipropilmetilceluloza);

o chitina si chitosan (Elsabee si colab., 2013);

e amidon: amiloza si dextrine (Liu si colab., 2005, Bertuzzi si colab.,
2012);

e pectine (Pérez Espitia si colab., 2014);

e extracte din alge: alginati (Tapia si colab., 2007) si carrageenani (Park si
colab., 2001; Briones si colab., 2004; Choi si colab., 2005, Abdou si colab.,
2014);

¢ polizaharide microbiene: pullulan (Qian Xiao si colab., 2012) si levan;

- filme pe baza de proteine: gluten de grau (Gennadios si Weller, 1990; Gennadios
si colab., 1993; Gontard si colab., 1992 si 1993; Sanchez si colab., 1995); zeina de
porumb (Yamada si colab., 1995; Parris si Coffin, 1997), s.a, 1995, Padua si colab.,
2002; Zhang si colab., 2010); proteine de mazare (Guéguen si colab., 1998); proteine de
naut (Janghund si Chinnan, 1999); proteine din seminte de bumbac (Marquie si colab.,
1995); proteine de floarea soarelui (Orliac si colab., 2002, 2003); proteine de zer
(Cisneros-Zevallos, 2003a); cazeinat de sodiu; proteine de soia (Valencia-Chamorro si
colab., 2011); proteine musculare, colagen, gelatina (Karim si colab., 2008 si 2009;
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Zainal si colab., 2013) si albumind de ou (Guilbert, 1986). Filme biodegradabile
transparente au fost obtinute cu succes din surimi congelat (Shiku si colab., 2004),
proteine miofibrilare de merluciu albastru (Hamaguchi si colab., 2007), Tilapia
(Oreochromis niloticus; Sabato si colab., 2007) si proteine de macrou de Atlantic
(Scomber scombrus; Ogur si colab., 2015), proteine miofibrilare de vita, porc si pasare
(Orban si colab., 1992);

- filme pe baza de lipide: ceruri si acizi grasi (Arthan si colab., 2009; Berga si
Sobral, 2007; Jayasekara si colab., 2004);

- filme pe baza de ragini;

- filme compozite: bistraturi si conglomerate (Han si colab., 2005).

1.3.2. Procedee de obtinere a filmelor comestibile/biodegradabile
Pentru obtinerea filmelor proteice sunt utilizate doua procedee:

o procedeul solvent implicad dispersia sau solubilizarea proteinei in solutia
formatoare de film. Acest procedeu a fost studiat extensiv si aplicat pentru producerea
filmelor si membranelor comestibile/biodegradabile din diferite proteine si, in special, din
proteine miofibrilare (Cuq si colab., 1995, 1998; Monterrey-Q, 1988);

o procesul uscat se bazeaza pe proprietatile termoplastice ale proteinelor la
continut redus de apa (Hernandez-Izquierdo si colab., 2008, De Graaf, 2000).

1.3.2.1. Procesul solvent de formare a filmelor

Formarea filmului prin procesul solvent necesita dizolvarea proteinelor miofibrilare prin
ajustarea pH-ului solutiei formatoare de film cu acid lactic, acid acetic sau hidroxid de amoniu.
Conditiile fizico-chimice au fost optimizate prin omogenizarea solutiilor formatoare de film astfel
incat proteinele miofibrilare s& nu precipite Tn solutie sau sa conduca la solutii prea vascoase
pentru a fi ugor intinse sub forma de film subtire (Cuq si colab., 1995; Ocuno si Sobralm 1998;
Ocuno si colab., 1998). Vascozitatea solutiilor formatoare de film este puternic modificata de pH
si de continutul de proteine. Continuturi reduse de proteine sunt necesare pentru a obtine solutii
formatoare de film cu vascozitate redusa. Vascozitatea a fost minima la pH cuprins intre 4,5-
6,5, dar formarea filmelor este inhibata de precipitarea proteinelor. Vascozitatea adecvata a fost
gasita la pH cuprins intre 2,5-4,0 si la pH 9,0. Conditiile puternic alcaline (10,5-12) au fost
raportate ca adecvate pentru formarea filmelor din carne de peste (Okamoro, 1978). Totusi,
filmele formate in conditii puternic alcaline au avut un miros persistent si neplacut de amoniac
(Cuq si colab., 1995). Conditiile optime pentru prepararea solutiilor formatoare de film bazate pe
proteine miofibrilare au fost: pH = 3,0 si 2 g proteine/100 g solutie (Cuq si colab., 1995); pH =
2,5 si 1,25 g proteine/100 g solutie (Monterrey-Q, 1998).

Glicerolul, sorbitolul si zaharoza au fost testate ca plastifianti si au fost incorporati in solutiile
formatoare de film. Acidul lactic, utilizat pentru reglarea pH-ului solutiilor formatoare de film (in
locul acidului acetic), are efect palstifiant asupra filmelor (Souza si colab., 1998). Acidul lactic nu
se evapora in timpul uscarii si astfel participa ca plastifiant al retelei de film proteic.

Temperatura, pH-ul si continutul de proteine din solutiile formatoare de film nu afecteaza
semnificativ proprietatile functionale ale proteinelor. Proprietatile mecanice ale filmelor nu se
modifica prin cregterea pH-ului solutiei proteice de la 2,0 la 3,0 (Monterrey-Q, 1998; Monterrey-
Q si Sobral, 1998).

Prepararea filmelor bazate pe proteine necesita formarea unei retele macromoleculare mai
mult sau mai putin ordonata, continua si cu continut redus de umiditate care contin numeroase
interactiuni distribuite uniform intre lanturile polimerice. Formarea legaturilor intermoleculare
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depinde de forma proteinelor miofibrialre (fibrilare sau globulare) si de conditiile fizico-chimice
din timpul procesarii. Proteinele cu masa moleculara mare (miozina, actomiozina) si proteinele
fibrilare (miozina, actomiozina gi actina-F) in general pot forma filme cu proprietati mecanice
bune (Cuqg si colab., 1998a), pe cand proteinele globulare sau pseudoglobulare (actina G)
necesita a fi denaturate inainte de formarea filmului.

Structura proteinelor miofibrilare gi compozitia in aminoacizi influenteaza solubilitatea
proteinelor si respectiv formarea gelurilor proteice (Acton si colab., 1983; Acton si Dick, 1984;
Regenstein, 1984, Witig, 1988; Lavelle si Foegeding, 1993). Solubilitatea proteinelor miofibrilare
este conditionata de taria ionica a solutiei, prin efectele salting-in (0,3-0,75) si salting-out
(>0,75).

Proteinele miofibrilare sunt sensibile la variatile de pH datoritd continutului lor ridicat de
aminoacizi polari ionizati (27-31%). In apropierea pH-ului izoelectric (pl=5,0), repulsiile
electrostatice sunt minime si proteinele nu sunt solubile (Orban si colab., 1992; Stefansson si
Hultin, 1994). Solubilitatea proteinelor miofibrilare induce posibile modificari conformationale si
reactii de polimerizare - depolimerizare (Skaara si Regenstein, 1991).

Analiza electroforetica a dispersiilor de proteine miofibrilare releva reducerea intensitatii
benzii corespunzatoare lantului greu al miozinei datorita proteolizei sau formarii legaturilor
intermoleculare covalente (Kamat si colab., 1992). Lanturile grele ale miozinei sunt
componentele principale implicate in proprietatile de gelificare ale proteinelor (Samejima si
colab., 1989; Roussel si Cheftel, 1990; Sano si colab., 1990). Subunitatile de miozina participa,
de asemenea, la formarea retelelor prin stabilizarea lanturilor grele de miozina (Samejima i
colab., 1998).

Tropomiozina si G-actina inhiba in special interactiunile miozina-miozina, fiind intercalate
intre molecule (Samejima, s.a., 1982; Sano, s.a., 1989 a,b,c). Miozina contine aproximativ 40
grupari —SH, dar nu si grupari -S-S-, care sunt formate in timpul agregarii proteinelor miofibrilare
(Roussel si Cheftel, 1990).

Contributia interactiunilor hidrofobe si a legaturilor de hidrogen intre lanturile polipeptidice in
timpul formarii retelei au fost demonstrate (Niwa, 1975; Samejima si colab., 1981; Niwa i
colab., 1982). Interactiunile electrostatice au aratat efectul pozitiv al clorurii de calciu asupra
rigiditatii gelurilor bazate pe proteine miofibrilare (Roussel si Cheftel, 1990). Retelele structurale
ale proteinelor miofibrilare sunt, de asemenea, formate in prezenta transglutaminazei care
catalizeaza legaturile intermoleculare izopeptidice (Kim si colab., 1993; lonescu si colab., 2008).
Aceste legaturi covalente maresc rezistenta mecanica si elasticitatea gelurilor (Joseph si colab.,
1994).

1.3.2.2. Mecanisme generale
Retelele macromoleculare la filmele proteice sunt formate in trei stadii:

e denaturarea proteinelor prin ruperea legaturilor intermoleculare care stabilizeaza
proteinele in stare nativa in timpul solubilizarii sau tratamentului termic;

e aranjamentul sau orientarea lanturilor polimerice;

o formarea retelei tridimensionale stabilizate de noi interactiuni si legaturi dupa ce
agentul initial care a determinat ruperea legaturilor intermoleculare este indepartat
(Indepartare solvent sau racire).

Denaturarea proteinei indusa termic include initial desfasurarea moleculei proteice pentru a
expune situsurile de legare specifice care este urmata de agregare proteina-proteina pentru a
forma o matrice de gel (Ziegler si Foegeding, 1991). Dupa incalzire, o proteind complexa ca
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miozina poate suferi multiple modificari conformationale care pot fi atribuite diferitelor stabilitati
termice ale diferitelor domenii structurale sau subunitati proteice (Smyth si colab., 1996).

In timpul gelificarii, modificarile conformationale ale diferitelor proteine musculare si ale
subunitatilor proteice sunt monitorizate prin tranzitile endotermice ca si prin tranzitiile in timpul
agregarii. Prin incalzire dinamica multiplele tranzitii ale modulului de depozitare G, indica
modificari ale modului de formare a retelei de gel elastic si respectiv diferitele stadii ale
denaturarii structurale si agregarii ulterioare. Valorile, domeniul si numarul de tranzitii in care
modificarile in gelul elastic se produc variaza cu specia, pH-ul, concentratia de sare, mediul
ionic si cantitatea si tipul de proteine miofibrilare extrase (Culioli si colab., 1993; Fretheim si
colab., 1986; Xiong, 1994). In conditii similare de procesare la concentratie redusa de proteine
(2,5%), proteinele miofibrilare derivate din muschiul alb de pasare exercita proprietati de
gelificare mai bune in comparatie cu proteinele miofibrilare din muschiul rosu de pasare (Lesiow
si Xiong, 2001). Este acceptat ca discrepantele in gelificare intre tipurile de fibre albe si rosii
sau muschi sunt atribuite izoformelor de proteine miofibrilare, in special miozinei, diferitelor
patterne de agregare a proteinelor in timpul formarii gelului (Xiong, 1994 si 1997).

Temperaturile endotermice pot implica disocierea legaturilor necovalente intr-un anumit
domeniu structural sau disocierea miofilamentelor sau subunitatilor proteinelor. Gradul necesar
de denaturare a proteinelor in lanturi polipeptidice pentru a initia agregarea depinde de mediul
ionic, conditiile de prelucrare termica si factorii intrinseci ai proteinei (conformatia, izoforme,
etc.). Acesti factori joaca un rol esential in dezvoltarea structurii de gel, rigiditatii si rezistentei
gelului la fortele externe. Se sugereaza ca stadiul de denaturare trebuie sa apara primul si mai
repede decat de agregare, pentru a permite moleculelor de proteine denaturate de a se
reorienta, de a interactiona la punctele specifice si in final s& se formeaza o retea cu structura
tridimensionala ordonata (Foegeding, 1988; Ziegler si Acton, 1984).

Smyth et al. (1996) au raportat 10 stadii de tranzitii independente sau denaturari ale
domeniilor structurale la 39,6, 43,7, 46,2, 47,5 (48,1), 50,9, 54,0, 57,4, 61,5, 63,1 si 67,2°C si au
sugerat ca fiecarui pic 1i corespunde o anumita regiune particulara a moleculei de miozina. Cu
exceptia picurilor la 61,5 si 67,2°C, toate tranzitile corespund aproape exact temperaturilor de
denaturare a subunitatilor sau subfragmentelor de miozina usoara (tja-LMM), lantului greu
(HMC), subunitatilor S-1 si S-2, meromiozinei grea (HMM) si lanturilor ugoare (LC). Liu et al.
(1996a) au gasit ca miozina din pectoralii de pui (muschi albi) si iliotibialis (muschi rosii) (diferite
concentratii de proteine, 1°C/minut) au entalpii calorimetrice mai mari (2140 si respectiv de
1965 kcal/mol) si temperaturi de incepere a denaturarii mai mari (T,=35,3 si 35,8°C), decét
miozina din muschiul gastrocnemian (rosu) (1588 kcal/mol si T;=33,1°C).

Dudziak si Foegeding (1988) nu au detectat diferente semnificative pentru temperaturile de
incepere a denaturarii T 49,8 si 50,5°C, temperatura maxima de denaturare T, 59,0 si 59,5°C
si entalpia denaturarii DH , 2080 si 2260 kcal/mol a miozinei si complexului actomiozinic (40
mg/ml, 1°C/minut) izolate din muschii albi si rosii de curca.

De asemenea, Xiong si Brekke (1990a, b) nu au gasit diferente pronuntate in ceea ce
priveste temperatura de debut pentru denaturarea proteinelor induséa termic (T, 32 sau 30°C),
temperatura maxima de tranzitie (Tm 60,9 si 59,9°C) si hidrofobicitatea (o masura a gradului de
expunere a regiunii hidrofobe), in timpul incalzirii SSP din muschii de piept si pulpe de pasare.
Cu toate acestea, alti autori (Dudziak si Foegeding, 1988; Xiong si Brekke, 1990a, b) au
observat o mare diferenta in proprietatile de gelificare intre proteinele din muschii albi si rosii.
Prin urmare, in conformitate cu Xiong (1994) variatiile in procesul de denaturare nu au fost
responsabile direct pentru diferentele intre proprietéatile gelificare ale proteinelor miofibrilare din
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muschi de pasare albi si rosii. Alte modificari fizico-chimice sau procese, de exemplu,
agregarea, par sa joace un rol mai direct si esential in gelifierea proteinelor.

1.3.2.3. Agregarea proteinelor

Liu si colab., (1996a) au observat ca in timpul incalzirii izoterme la 45, 50 si 55°C miozina
(0,7 mg / ml, 0,6 M NaCl, pH 6,0) din muschii de piept de pui (pectorali) se agrega la
temperaturd mai joasa (45°C), decat miozina din muschi rosii ( iliotibialis si gastrocnemian,
50°C). Ratele de agregare pentru cele doua tipuri de miozine musculare nu au fost diferite
atunci cand incalzirea s-a realizat izoterm la 50°C, dar tipurile de agregate au fost diferite. La
55°C, miozina extrasa din muschiul gastrocnemian a avut o rata de agregare semnificativ mai
mare, decat miozinele separate din muschii pectorali si iliotibialis. Desi, toate miozinele au
aratat tranzitii endoterme la 36 - 45°C, o tendintd semnificativa de agregare a fost observata in
acest interval de temperaturd numai la miozina muschiului pectoral. Aceasta diferentd in
agregare a fost atribuitd de catre autori diferentelor secventiale ale izoformelor rapide si lente
ale moleculelor de miozina. Smyth si colab. (1996), folosind o metoda turbidimetrica au raportat
ca miozina din pieptul de pui (10 mg / ml, 0,6 M NaCl, pH 6,5, 1°C/min) se agrega in doua
etape: in intervalul 50 - 53°C urmat de un platou intre 54 - 59°C si in intervalul de temperatura
cuprins intre 60 - 70°C, care a fost punctul de agregare optim. Autorii leaga agregarea termica a
sub-fragmentelor de miozina de denaturarea lor. La analiza endotermica lantul greu al miozinei
(MHC) a prezentat trei picuri la 46,4, 54,1 si 63,9°C, proteina intreaga intre 45 si 63°C. S-1
subfragment se deantureaza intr-o singura tranzitie, cu o T, de 47,4°C si se agrega intre 49 si
53°C.

1.3.3. Procedeul uscat de formare a filmelor

Proprietatile termoplastice ale proteinelor sunt definite in termeni de teoria tranzitiei glass.
Incélzirea proteinelor termoplastice amorfe peste temperatura de tranzitie glass (Tg) produce
materiale moi gumoase care pot fi turnate in filme de forme diferite. Racirea la temperatura
mediului ambiant transforma produsul elastic intr-un material glass cu structura
corespunzatoare mai mult sau mai putin rigida. Procedeul uscat a fost aplicat cu succes pentru
obtinerea filmelor sau materialelor rigide utilizadnd tehnologia de procesare melt (extrudere,
modelare, proces riplling mill) dar numai cateva studii au fost publicate asupra materialelor
crude termoplastice (Fritz si colab., 1994). Procedeul uscat a fost testat de Cuq si colab.,
(1997d) pe proteine miofibrilare pentru a produce filme si ambalaje rigide. Proprietatile
termoplastice ale proteinelor miofibrilare au fost studiate prin analiza termica dinamica.
Modificarea comportamentului mecanic intre 215-250°C sunt asociate cu tranzitia glass a
proteinelor plasticizante. Degradarea termica a proteinelor miofibrilare se produce pana la
temperatura de 250°C.

1.4. Metode de obtinere a inveligsurilor comestibile/biodegradabile
invelisurile comestibile/biodegradabile se obtin prin aplicarea mai multor metode:

e imersie. Metoda consta in imersarea produselor intr-o solutie de acoperire.
Proprietatile invelisurilor depind de: densitatea, vascozitatea si tensiunea superficiala ale
solutiilor de acoperire, precum gi de viteza de retragere a produsului din solutie
(Cisneros-Zevallos, 2003b). In general, durata de imersare in solutia formatoare de fim
variaza intre 5-30 secunde (Ayranci si colab., 1997). Metoda prin imersie este cea mai
indicata tehnica de obtinere a inveligurilor cu grosime mare (Stone, 1994);
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e periere. Metoda consta in aplicarea solutiilor de acoperire la suprafata produselor
alimentare cu ajutorul unor perii speciale. Metoda a fost aplicata pentru acoperirea
castravetilor si pastailor de fasole proaspete si s-a dovedit a fi mai buna in comparatie
cu metoda de imersie sau de amabalare in termeni de reducerea a pierderilor de
umiditate (Ayranci si colab., 1997);

e pulverizare. In industria alimentara, acoperirea prin pulverizare este metoda
conventionala utilizata atunci cand solutia formatoare de invelis nu este foarte vascoas3,
deoarece solutiile foarte vascoase nu pot fi pulverizate cu usurinta;

e spumare. La solutia formatoare de film se adauga un agent de spumare. Spuma
agitata este lasata sa curga pe role aflate in migcare. Periile distribuie spuma peste
produs;

e acoperire in pat fluidizat.

1.5. Proprietatile filmelor si inveligsurilor comestibile bazate pe proteine

1.5.1. Solubilitatea filmelor

Proteinele cu masa moleculara mare sunt, in general, insolubile in apa si astfel au potential
ridicat de a forma filme rezistente la apa (Cuq si colab., 1998). Filmele proteice nu fsi pierd
integritatea dupa 24 de ore de imersie in apa (Cuq si colab., 1998b). Plasticizantii utilizati
(sorbitol, glicerina sau zaharoza) la fabricarea filmelor bazate pe proteine cresc continutul de
substantd uscata solubild in apa. In general, plasticizantii hidrofili imbuné&tatesc solubilitatea,
aceasta crescand cu cresterea nivelurilor de palsticizanti adaugati. Monterey-Q (1998) a
raportat ca o parte semnificativa a glicerinei ramane insolubila in apa, ceea ce sugereaza
producerea unor interactiuni proteina-glicina. De asemenea, prezenta componentelor
nonproteice din compozitiile de film (3-5 g/100 g) micsoreaza rezistenta la apa a filmelor bazate
pe proteine. Monomerii proteici si peptidele cu masa moleculara mica, formate in timpul
conditionarii solutiilor formatoare de filme si imobilizate in retea, pot constitui componente
proteice solubile Tn apa (Cugq si colab., 1995).

1.5.2. Proprietati mecanice

Proprietatile mecanice ale filmelor bazate pe proteine sunt, in general, evaluate prin teste de
extensie in conditii izoterme, la RH controlat (procedura lui Bourne, 1968, modificata de
Goutard si colab., 1992). Parametri urmariti sunt: rezistenta la intindere, elongatia la valorile de
rupere ale filmelor. Filmele bazate pe proteine miofibrilare au prezentat rezistente la intindere
mai mari (17 MPa) si elongatiile mai mici (23%) decat filmele pe baza de gluten (3,3 MPa si
192%) si zeina de porumb (3,9 MPa si 67%), dar rezistente semnificativ mai mici in comparatie
cu filmele bazate pe polimeri sintetici [acetat de celulozan (66 MPa) si clorura de poliviniliden],
dar similare cu cele ale polietilenelor de inaltd densitate (26 MPa) si joasa densitate (13 MPa).
Distributia si concentratia interactiunilor intermoleculare afecteaza proprietatile mecanice ale
filmelor bazate pe proteine miofibrilare.  Proprietdtle mecanice ale filmelor
comestibile/biodegradabile pot fi imbunatatite prin iradiere cu radiatii y (Sabato si colab., 2007),
prin utilzarea alcoolului polivinil (Limpan si colab., 2012), transglutaminazei (Benjakal si
Visessanguan, 2003, Oh, 2012), radiatiilor ultraviolete si zaharurilor (riboza si lactoza) ca agenti
de reticulare (Bhat si Karim, 2014).

1.5.3. Permeabilitatea la vapori de apa
Valorile permeabilitatii la vapori de apa ale filmelor bazate pe proteine miofibrilare de peste
sunt mai mari (3,8-3,9 x 10" mol.m/m?®s.Pa) in comparatie cu filmele sintetice: acetat de
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celulozé (0,28-0,90 x 10" mol.m/m?s.Pa), polietilena cu densitate inalta (0,014 x 10"
mol.m/m?.s.Pa) si polietilend de joasa densitate (0,04-0,054 x 10 mol.m/m?.s.Pa), dar mai
mica decat in cazul filmelor bazate pe zeina de porumb (6,5 x 10™? mol.m/m?.s.Pa) sau proteine
din soia (194 x 10™** mol.m/m?s.Pa). Permeabilitatea fimelor pe baza de proteine la vapori de
apa este limitatd datorita hidrofobicitatii inerente a proteinelor. Plasticizantii hidrofili, precum
glicerina, faciliteaza transferul de vapori de apa prin filmele bazate pe proteine.

1.5.4. Permeabilitatea la gaze

Filmele bazate pe proteine miofibrilare de peste au proprietati excelente de bariera pentru
gaze, in special oxigen si dioxid de carbon atunci cand sunt uscate.

Valorile permeabilitatii la oxigen si dioxid de carbon ale filmelor bazate pe proteine
miofibrilare de peste sunt cu trei ordine de magnitudine mai mici decat cele pentru polietilena de
joasa densitate. Lanturile macromoleculelor devin mai mobile atunci cand umiditatea este
prezentd, ceea ce conduce la o crestere substantiala a permeabilitatii la gaze. Filmele bazate
pe proteine miofibrilare de peste pot constitui ambalaje adecvate pentru controlarea schimbului
respirator si conservarea fructelor si legumelor proaspete (Barron si colab., 1999), precum si
pentru conservarea pestelui proaspat care este sensibil la degradare oxidativa.

Proprietatile filmelor comestibile sunt influentate de plasticizanti, de umiditate si de acidul
lactic utilizat pentru ajustarea pH-ului solutiilor formatoare de filme (Souza si colab., 1998).
Plasticizarea filmelor pe baza de proteine miofibrilare cu glicerina, sorbitol sau zaharoza
descreste marcant rezistenta filmelor si modulul elastic aparent si creste extensibilitatea si
permeabilitatea la vaporii de apa (Cuq si colab., 1997b, Monterrey-Q, 1998). Cresterea
continutului de apa al filmului $i @ RH-ului mediului inconjurator modifica proprietatile de bariera
si mecanice ale acestuia, datorita disruptiei legaturilor de hidrogen dintre polimer-apa.

In cazul procedeului uscat de obtinere a filmelor comestibile apa joaca rol de plasticizator al
materialelor amorfe, asociat cu tranzitia glass (Cuq si colab., 1997c; Souza si colab., 1998).

1.6. Aplicatiile filmelor si inveligsurilor comestibile/biodegradabile
Filmele si invelisurile comestibile/biodegradabile sunt utilizate pentru preambalarea fructelor
(capsuni) si legumelor (castraveti), in industria carnii si pestelui si in industria farmaceutica
(Kester si Fenema, 1986; Herald si colab., 1995; Krochta si colab., 1997). Acestea pot feri
alimentele de interactiuni cu mediul inconjurator, pot preveni pierderile de masa sau de arome,
contactul cu oxigenul sau contaminarea cu microorganisme (Kester si Fenema, 1986).
Avantajele utilizarii filmelor si invelisurilor comestibile/biodegradabile
Filmele si invelisurile comestibile/biodegradabile asigura:
= reducerea pierderilor de apa prin intarzierea migrarii umiditatii;
= fr&narea migrarii uleiurilor si grasimilor;
= reducerea difuziei gazelor datoritd permeabilitatii selective la dioxid de carbon si
la oxigen;
* Tmbunatatirea aspectului $i a proprietatilor texturale;
= asigura transportul unor aditivi alimentari (agenti antimicrobieni si antioxidanti,
condimente, aromatizanti, pigmenti, absorbati);
= reducea pierderilor de substante volatile de aroma;
= imbunatatirea valorii nutritive a alimentelor, filmele si inveligurile fiind excelente
vehicule pentru vitamine si minerale;
= cresterea rezistentei la infectiile bacteriene si fungice.
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Incorporarea agentilor antioxidanti (BHA, BHT, acid citric gi acid asorbic) si antiomicrobieni
(acid benzoic, benzoat de sodiu, acid sorbic, sorbat de potasiu si acid propionic) in filme si
inveligsuri comestibile/biodegradabile asigura imbunatatirea sigurantei si duratei de viata a
produselor gata pregatite. Agentii antioxidanti adaugati la matricea fimului sau inveligului
asigura protectie mpotriva rancezirii oxidative, degradarii si decolorarii unor produse
alimentare. De asemenea, filmele si invelisurile comestibile/biodegradabile sunt prietenoase
pentru mediul inconjurator, deoarece se consuma odata cu alimentul sau sunt biodegradabile,
asigura rezolvarea problemei spatiilor de depozitare a deseurilor si reduce costul de utilizare a
unor subproduse (zer). Filmele de acoperire asigura ambalarea individuala a fructelor (capsuni,
prune) si a legumelor proaspete.

Dezavantaje:

Invelisurile si filmele comestibile/biodegradabile sunt mai scumpe decat amabalajele
sintetice. Totusi, fabricantii considera ca avantajele nutritionale si de mediu justificad costurile
mai ridicate. Filmele si invelisurile sunt amabalaje primare si sunt utilizate pentru ambalarea
alimentelor in interiorul unui ambalaj sintetic secundar in timpul distributiei si depozitarii
produselor alimentare resepective.

1.7. Microincapsulare

Microincapsularea grupeaza un ansamblu de tehnici in care substantele biologic active in
stare solida, lichida sau gazoasa de mici dimensiuni sunt inconjurate complet de invelisuri
individuale polimerice, astfel incat substantele incorporate sa fie cedate intr-un anumit ritm
si/sau in anumite conditii (Pirvu si colab., 2011; Desai si colab., 2005; Vos si colab., 2010).
Substanta in care se face incapsularea este denumita invelis de acoperire, capsula, material
carator, faza externa sau matrice (Wandrey si colab., 2009; Fang si colab., 2010).

Microcapsulele sunt particule sferice fine cu diametrul variind de la cativa nm (nanocapsule)
pana la cativa mm (microcapsule; Wandrey si colab., 2009), care pot fi impartite in:

» microcapsule/nanocapsule omogene sau monolitice (microsfere/nanosfere) in
care substanta activa este dizolvata sau dispersata in toata reteaua polimerului;

» microcapsule/nanocapsule de tip rezervor (microcapsule/nanocapsule propriu-
zise) in care substanta activa este inconjuratda de matricea polimerului in stare
monomoleculara sau polimoleculara si reprezintd miezul care este agregat cu cateva
molecule, cristale sau lichid.

Structura microcapsulelor/nanocapsulelor este extrem de diversa si depinde, Tn majoritatea
cazurilor, de tehnologia folosita.

Initial, Tncapsularea a fost introdusa in domeniul biotehnologic pentru a imbunatati eficienta
procesului de separare a celulelor producatoare, deoarece incapsularea permite separarea
rapida si eficienta a acestora de metabolitii produgi.

In industria alimentara, procesul de incapsulare poate fi aplicat pentru o varietate de motive.
Incapsularea este un instrument util pentru a imbunatati livrarea de molecule bioactive
(antioxidanti, minerale, vitamine, fitosteroli, luteina, acizi grasi, licopen) si celulele vii (probiotice)
in produsele alimentare (Wandreuy si colab., 2009, Vos si colab., 2010). In ultimii ani, industria
alimentara a inceput sa adauge compusi functionali la diferite produse, care, de obicei, sunt
foarte sensibili la conditile de mediu, la prelucrare si/sau la conditiile gastrointestinale si, prin
urmare, incapsularea impunandu-se ca o masura de protectie eficientd a acestora. Compusii
functionali sunt utilizati pentru a controla aroma, culoarea, textura sau pantru a garanta
conservarea proprietatilor functionale. incapsularea determind mentinerea stabilitatii compusilor
bioactivi in timpul prelucrarii si depozitarii (incetineste procesele de degradare: oxidare sau
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hidroliza) si prevenirea interactiunilor nedorite cu matricea alimentara (McClements si colab.,
2009). Tn plus, incapsularea poate fi aplicatd pentru:
o modificarea caracteristicilor fizice ale materialului original pentru a asigura o
manipulare usoara;
o a ajuta la separarea componentelor amestecului care altfel ar reactiona intre ele;
o a furniza o concentratie adecvata si o dispersare uniforma a unui agent activ
(Desai si colab., 2005).

1.7.1. Materialele utilizate pentru incapsulare

O gama larga de substante poate fi utilizatd pentru acoperirea sau incapsularea entitatilor
de solide, lichide sau gaze de diferite tipuri si proprietati, dar ele trebuie sa fie recunoscute ca
materiale sigure ,GRAS”de Autoritatea Europeana pentru Siguranta Alimentara (EFSA) sau de
Food and Drug Administration (FDA) din SUA (Wandrey si colab., 2009).

Cele mai importante criterii de selectare a unui material de incapsulare sunt legate de
functionalitatea, concentratia la incapsulare, modul de eliberare, cerintele de stabilitate si
constrangerile de cost. Materialele folosite pentru obtinerea filmului de protectie la incapsulare
sunt biomolecule naturale, de calitate alimentara, biodegradabile si capabile de a forma o
bariera intre faza interna si mediul exterior. Dintre toate materialele, cele mai utilizate pe scara
larga pentru incapsulare in aplicatiile alimentare sunt polizaharidele:

e amidonul si derivatii lor: amiloza, amilopectina, dextrina, maltodextrina,
polidextroza, siropul de porumb solid;

e celuloza: carboximetilceluloza, metilceluloza, etilceluloza;

e exsudatele si extractele de plante: guma arabica, guma Tragacanth, guma
Karaya, guma Mesquite, galactomanani, pectina si polizaharidele solubile din soia;

e extractele marine, cum ar fi caragenanii si alginatii;

e polizaharidele microbiene si animale, cum ar fi: dextranul, gellanul, xanthanul,
chitosanul.

in afara de polizaharidele naturale si modificate si alte materiale s-au dovedit a fi adecvate
pentru incapsulare, precum:

v' proteinele: cazeina, proteinele din zer, gelatina si glutenul;

v' lipidele: acizi si alcooli grasi, ceruri (ceara de albine, ceara Carnauba, ceara
Candelilla), gliceride si fosfolipide;

v’ alte materiale: PVP (polivinilpirolidona), parafina, serlac (rasina naturald),
materiale anorganice (Wandrey si colab., 2009).

Materialele de acoperire trebuie sa posede o serie de proprietati:

- saformeze filme pliabile, fara gust, stabile;

- safie inerte fata de ingredientele active;

- sa asigure stabilizarea compusilor incapsulati;

- safie nehigroscopice si sa nu prezinte vascozitate ridicata;

- sa fie solubile in mediul apos sau in solventi sau sa& sufere un proces de
fnmuiere;

- sa fie economice.

1.7.2. Tehnici de incapsulare

Exista numeroase tehnici disponibile pentru Thcapsularea compusilor activi, majoritatea
bazate pe uscare, deoarece compusii incapsulati sunt de cele mai multe ori in forma lichida.
Tehnicile de incapsulare se clasifica in:
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o fizice:
acoperire ,pan” intr-un dispozitiv de tip tigaie;
acoperire in strat fluidizat in curent de aer;
extrudere centrifugala si cu duze vibratoare, electrostatica, co-extrudere;
- uscare prin pulverizare;
- liofilizare;
o fizico-chimice:
- gelificare ionotropa;
- coacervare;
e chimice:
- policondensare si reticulare interfaciala;
- polimerizare in situ si de tip matrice.

Tehnicile de uscare prin pulverizare si liofilizare sunt cele mai comune pentru asigurarea
unui invelis de protectie a compusilor functionali (Choi si colab., 2004). Uscarea creste gradul
de stabilitate in comparatie cu suspensia /emulsia originald i asigura pastrarea compusilor
functionali pentru o perioada lunga de depozitare (Guterres si colab., 2009; Zuidam si colab.,
2009).

Uscarea prin pulverizare este una dintre cele mai vechi, economice si flexibile tehnici de
incapsulare utilizate pe scara larga in industria alimentara (80-90% din produsele incapsulate;
Porzio, 2007; Prusse si colab., 2008). Ea conduce la obtinerea unor particule de buna calitate,
cu dimensiuni mai mici de 40 um, cu efecte pozitive asupra caracteristicilor senzoriale si
texturale ale produselor finite. Instalatiile de uscare prin pulverizare, larg utilizate in industria
alimentara prezinta unele dezavantaje legate de complexitatea echipamentului, neuniformitatea
conditiilor Tn camera de uscare si de imposibilitatea realizarii controlului dimensiunilor
particulelor.

Extrudarea consta in picurarea unei solutii apoase de polimer (alginat de sodiu 0,6-3%) intr-
o baie de gelifiere (in cazul alginatului, baia de gelifiere este reprezentata de o solutie de alginat
de calciu 0,05-1,5M). Instrumentele de picurare pot fi: pipete, seringi, duze vibratoare sau de
pulverizare, discuri atomizoare (Wandrey, 2009). n comparatie cu alte tehnici de extrudare,
JetCutter s-a dovedit a fi cea mai buna tehnologie pentru aplicatii industriale la scara mare
(PrUsse si colab., 2008). Extrudarea electrostatica este eficienta pentru producerea de particule
foarte mici, pana la 50 um. O alternativa de extrudare este co-extrudarea, utilizata pentru a
obtine microparticule sferice cu un miez hidrofob si un invelis hidrofob sau hidrofil (Zuidam si
colab., 2009).

Agentii activi solubili pot fi inglobati intr-o emulsie. in functie de raportul apa/ulei exista trei
combinatii de emulsii: apa-in-ulei, ulei-in-apa si emulsii duble apa-in-ulei-in-apa. O emulsie apa-
in-ulei poate fi uscata prin diferite metode de uscare cum ar fi pulverizarea sau liofilizarea,
obtindndu-se pulberi. Astfel de emulsii uscate ar putea fi incapsulate sau folosite in formulari
instant pentru numeroase produse alimentare (Zuidam si colab., 2009). Pulverizare-racire sau
pulverizare-refrigerare (diferentiate prin interavalul de temperaturd) sunt tehnologii pentru
producerea de agenti activi acoperiti cu lipide. Agentul poate fi dizolvat in lipide, prezent ca
particule uscate sau in emulsii apoase. Pulverizare-racire permite realizarea unor randamente
ridicate si poate fi rulat in ambele moduri de prelucrare continua si discontinua. La pulverizare-
racire, particulele sunt pastrate la o temperatura scazuta intr-un sistem similar cu granularea
prin pulverizare in pat fluidizat (Zuidam si colab., 2009; Gouin, 2004).

Acoperirea in pat fluidizat este o tehnica de incapsulare in care un strat de particule sunt
suspendate de un curent de aer la o anumita temperatura si pulverizate cu un material de
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acoperire atomizat. Materialul de acoperire poate fi o solutie apoasa de celuloza sau derivati de
amidon, proteine si gume (Dewwettinck si colab., 1999).

Liofilizarea poate fi folositd ca tehnica de incapsulare. Dezavantajele majore la liofilizare
sunt legate de consumul mare de energie si de timpul lung de prelucrare. in plus, in timpul
procesarii se formeaza un invelig cu structurd poroasa deschisa intre agentul activ si mediul
inconjurator; ceea ce ofera o protectie slaba atunci cand este necesara o eliberare prelungita a
agentului activ (Zuidam si colab., 2009)

Includerea in molecule de ciclodextrine si in vezicule lipozomale oferé unele caracteristici
specifice pentru agentii bioactivi, dar aceste tehnici sunt costisitoare si ca urmare sunt mai putin
exploatate. Ciclodextrinele au un buzunar interior lipofil de aproximativ 5-8 A, in care o molecul&
activa cu marimea potrivita poate fi reversibil inglobata intr-un mediu apos. Lipozomii sunt
vezicule cu dimensiuni care variaza de la 30 nm la cétiva microni. Mecanismul de formare a
lipozomilor constéa de fapt in interactiuni hidrofil-hidrofobe intre fosfolipide si molecule de apa.

1.7.3. Aplicatiile incapsularii in industria alimentara
Motivul principal al incapsularii ingredientelor active consta in imbunatatirea stabilitatii in
timpul prelucrarii si depozitarii produselor finale suplimentate cu agenti bioactivi.

1.7.3.1. Incapsularea probioticelor

Bacteriile probiotice (lactobacili, bifidobacterii) sunt definite ca microorganisme vii si
componente alimentare bioactive care aduc beneficii sanatatii umane, in cazul in care sunt
prezente Tn cantitati adecvate (Vos si colab., 2010). Probioticele sunt foarte sensibile la variatiile
de pH, la stresul mecanic, la conditiile de transport si la enzimele digestive din stomac. n cazul
incapsularii celulelor vii, alegerea sistemului de incapsulare este deosebit de important
deoarece acesta trebuie sa fie eficient si probioticele incapsulate trebuie sa fie usor de
incorporat in produsele alimentare, fara a interfera cu textura si gustul produselor alimentare
(produse lactate si salamuri crude uscate). Materialele caratoare specifice sunt amestecuri de
carbohidrati si/sau proteine. n general, sunt utilizate izolate proteice, guma arabica, pectina,
lapte praf degresat, amidon modificat, maltodextrina sau zaharuri (Wandrey si colab., 2009; Vos
si colab., 2010). Frecvent se folosesc ca tehnici de incapsulare extruderea si liofilizarea (Kim si
colab., 1996).

1.7.3.2. Incapsularea agentilor de aromatizare

Uleiurile esentiale sunt originare din plante si fructe si sunt comun folosite ca agenti de
aromatizare in alimente, bauturi, parfumuri, produse farmaceutice si cosmetice. n plus, uleiurile
esentiale manifesta proprietati antimicrobiene care pot constitui o alternativa eficienta pentru
antibioticele responsabile pentru cresterea rezistentei bacteriilor gi pentru aditivii chimici
potential cancerigeni. Uleiurile esentiale sunt compuse din: terpene, alcooli, acizi, esteri,
epoxizi, aldehide, cetone si amine (Bakkali si colab., 2008; Calo si colab., 2015). Pentru
incapsularea uleiurilor se utilizeaza tehnicile: uscare prin pulverizare (Soottitantaw si colab.,
2005); pulverizare - racire, (tehnologie adecvata pentru a produce particule lipidice de aroma;
Zuidam si colab., 2009); pulverizare-refrigerare; racire in pat fluidizat; extrudere centrifugal3;
extrudere-racire; incastrare in lipozomi si alte metode. Materialele purtatoare, utilizate in cazul
uscarii prin pulverizare, sunt mono- si dizaharidele, maltodextrina, siropul de porumb solid,
amidonurile modificate, guma arabica, guma zada, proteinele din lapte sau soia, gelatina
hidrolizata si diverse combinatii.
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Scopul final al incapsularii agentilor de aroma este acela de a controla eliberarea aromei si
de a imbunatati stabilitatea in timpul prelucrarii, depozitarii si consumului produsului finit.

1.7.3.3. Incapsularea polifenolilor

In acest caz, incapsularea este utilizatd pentru a masca gustul amar si astringent al
polifenolilor si al altor compusi (Bell si colab., 2001) care prezinta activitati antioxidante ridicate.
Eficacitatea polifenolilor depinde de mentinerea stabilitatii, bioactivitatii si biodisponibilitatii lor in
vitro si in vivo. Gustul neplacut al majoritatii compusilor fenolici este unul dintre motivele care
limiteaza aplicarea lor la concentratii mai mari. O altad problema este faptul ca doar o mica parte
a moleculelor raman disponibile dupa administrare orald, datorita insuficientei rezidente la sucul
gastric, permeabilitatii si solubilititii reduse in tubul digestiv. In plus, instabilitatea acestora in
conditii Tntalnite la prelucrarea si depozitarea produselor alimentare (temperatura, oxigen,
lumind) sau in tractul gastrointestinal (pH, enzime, prezenta altor elemente nutritive), limiteaza
beneficiile pentru sanatate ale polifenolilor (Bell si colab., 2001). Prin urmare, producatorii
trebuie sa furnizeze mecanisme de protectie, care sa permitd mentinerea ingredientelor active
pana la timpul de consum si realizarea tintei fiziologice intr-un organism (Chen si colab., 2006).
Tehnologiile de incapsulare a polifenolilor includ: uscarea prin pulverizare, coacervarea,
incastrarea in lipozomi, complexarea de includere, cocristalizarea, incapsularea in drojdii si
emulsii, nanoincapsularea (Fang si colab., 2010).

1.7.3.4. Incapsularea uleiului de peste

Uleiul de peste este o sursa excelentd de acizi grasi polinesaturati, precum acidul
ecosapentaenoic (EPA) si docosahexaenoic (DHA) (Klaypradit, 2008). Uleiul de peste reduce
riscul bolilor coronariene ale inimii, hipertensiunea, tromboza, simptomele de alergii, unele tipuri
de cancer si rata de imbatéanire (Kolanowski si colab., 2004).

Microincapsularea ajuta la depasirea principalelor probleme ale imbogatirii alimentelor cu
acizi gragi w-3, legate de aroma neplacutd de peste a uleiului si de oxidarea acizilor grasi
polinesaturati, care are o influentd negativa asupra acceptabilitatii alimentelor (Gutcho, 1976).
Stabilitatea substantei microincapsulate este influentatd de compozitia materialului de
incapsulare gi de mai multi factori, cum ar fi solubilitatea, vascozitatea, temperatura de tranzitie
glass sau de topire si de proprietatile de emulsionare. Carbohidratii, precum glucoza, zaharoza
si polizaharidele (amidonul, maltodextrinele, pectina, alginatul si chitosanul) au fost folosite cu
succes ca materiale de invelis (Arshady, 1999; Hanewald si colab., 1968). Cu toate acestea,
carbohidratii nu pot fi utilizati in sistemele de matrice pentru invelis fara prezenta unui
constituent activ de suprafata, deoarece acestea nu au, Tn general, proprietati de emulsionare.
Incorporarea carbohidratilor intr-o matrice de perete imbunatatesc proprietatile de uscare ale
peretelui prin favorizarea formarii unei cruste uscate Tn jurul picaturilor de compus
microincapsulat. Concentratiile mari de zaharuri cu masa moleculard mica nu sunt indicate
pentru uscarea prin pulverizare ca urmare a formarii de pulberi lipicioase si caramelizarii
(Anandaraman si Reineccius, 1986; Chien si colab., 1991). Tehnologiile de producere a
microcapsulelor cu ulei de peste frecvent folosite au fost: uscarea prin pulverizare a emulsiei,
uscarea in pat fluidizat, coacervarea, uscarea ,pan”, polimerizarea in situ, polimerizarea
interfaciala, extruderea centrifugala (Fakir si colab., 2015), incapsulare in ciclodextrina (Na si
colab., 2011)
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1.7.3.5. Incapsularea pigmentilor

Carotenoizii, inclusiv licopenul, in afara de functiile benefice pentru sanatatea oamenilor,
sunt utilizati ca pigmenti naturali in produsele alimentare, bauturi, cosmetice si hrana unor
animale, in special, pasari de curte si peste in locul colorantilor artificiali (Britton si colab.,
1995). In ultima vreme, interesul pentru licopen a crescut, datoritd asocierii consumului de
alimente bogate in licopen (rosii si produsele sale) si nivelului ridicat de licopen din plasma, cu
un risc scazut de dezvoltare a cancerului de prostata (Van Den Berg si colab., 2000;
Giovannucci, 2002; Venkateswaran si colab., 2004). Proprietatile, actiunile si functiile
licopenului sunt stréns legate de structura lui chimica. Lantul polienic este responsabil atat
pentru absorbtia luminii vizibile, cat si pentru reactivitatea moleculard mare. In naturd, cei mai
multi carotenoizi se gasesc in configuratia trans (Mercadante si Egeland, 2004) mult mai stabila
in comparatie cu izomerul cis. Totusi, in timpul prelucrarii si depozitarii, carotenoizii pot suferi cu
usurintd modificarii structurale in diferiti izomeri geometrici si, de asemenea, pot fi oxidati, cu
scaderea sau pierderea proprietatilor biologice.

Alternativa pentru a creste stabilitatea carotenoizilor si pentru a permite incorporarea lor
intr-un mediu hidrofil este tehnica de microincapsulare, care asigura o bariera fizica care
protejeaza pigmentul. Dintre tehnicile de microincapsulare disponibile, procesul cel mai folosit
este uscarea prin pulverizare.

1.7.3.6. incapsularea micronutrientilor

Deficientele de iod, fier si vitamina A sunt probleme importante de sanatate publica, in
special pentru copiii prescolari si femeile gravide in tarile cu venituri mici (Organizatiei Mondiale
a Sanatatii, 2000). Aceste deficiente se datoreaza in principal dietelor monotone, de slaba
calitate, care nu indeplinesc cerintele pentru micronutrienti. Co-fortificarea alimentelor cu fier,
iod si vitamina A poate fi avantajoasd din cauza interactiunilor benefice ale acestor
micronutrienti in metabolism. Studiile pe animale si om au aratat ca anemia feripriva afecteaza
metabolismul tiroidian (Zimmermann si colab., 2000a,b; Hess si colab., 2002a,b). Deficitul de
vitamina A poate exacerba anemia prin afectarea metabolismului fierului (Semba si Bloem,
2002). Vitamina A, impreuna cu iodul, poate reduce hiperstimularea tiroidei si riscul pentru gusa
(Zimmermann si colab., 2007). Incapsularea micronutrientilor poate fi aplicatd pentru a proteja
bioactivitatea acestora si pentru a asigura calitatea produselor finite.

Fierul incapsulat este folosit pentru fortificarea fainurilor si produselor lactate. El descreste
oxidarea acizilor grasi, aminoacizilor gi a altor nutrienti, care poate cauza modificari nedorite si
reducerea valorii nutritionale a alimentelor cu aport de fier (Shrooyen si colab., 2001). De
asemenea, reduce interactiunile fierului cu unele componente ale alimentelor (taninuri,
polifenoli, fitati, Hurrel, 2002), ceea ce ar conduce la modificarea culorii si la reducerea
disponibilitatii fierului. Sunt incapsulati compusi ai fierului, precum sulfatul feros, fumaratul feros,
pirofosfatul feric si fierul elementar (Zimmermann si colab., 2009). incapsularea fierului poate fi
realizata si in combinatie cu acidul ascorbic, cu iodul sau cu vitamina A si iodul. Materialele de
acoperire solubile Tn apa (celuloza, maltodextrina) nu asigura protectia impotriva oxidarii fierului
in mediul Tnconjurator, de aceea se recomanda incapsularea fierului cu uleiuri hidrogenate (ulei
de castrol, de soia), ceara Carnaube si lipozomi de lecitina de soia, care asigura o bariera
eficientd pentru vaporii de apd, la un pret de cost relativ scazut. Tehnicile de incapsulare pentru
fier sunt: acoperire in pat fluidizat, pulverizare-racire, pulverizare cooling.

De asemenea, sulfatul feros a fost incapsulat impreuna cu acidul ascorbic si 3-carotenul,
folosind pentru incapsulare doi polimeri (alginat si chitosan) functionalizati prin acilare cu clorura
de palmitoil. Granulele au fost formate prin gelificare ionica, ele prezentand caracteristici
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mecanice si fizice crescute (rezistenta la perforare si deformare, viscoelasticite, permeabilitate
la vapori de apa si rata de umflare a gelului). Incapsularea a crescut puternic stabilitatea
micronutrientilor selectati (Han si colab., 2008).

lodul este incapsulat in amidon modificat, gelatind sau hexametafosfat de sodiu, prin tehnicile
de uscare pulverizare si de acoperire in pat fluidizat. Premixurile de iod si fumarat de fier sunt
incapsulate printr-un proces ce se desfasoara in doua etape: aglomerarea particulelor si
acoperirea ,pan”. Dupa adaugarea dextrinei la premix, amestecul realizat a fost aglomerat si
apoi acoperit cu lipide. Sarea dubla fortificata a demonstrat o mai stabilitate a iodului (Yusufali,
2002).
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Il. PARTEA EXPERIMENTALA

Capitolul 2. Materiale si metode

2.1. Materia prima

Exemplarele de crap (Cyprinus carpio), novac (Hypophthalmichthys nobilis), platica
(Abramis brama) si macrou au fost procurate in stare proaspatd de la magazinul local de
comercializare a pestelui. Pestele a fost transportat la laborator in gheata si apoi a fost pastrat
la temperatura de 4°C, pana la procesare. Pestele dupa cantarire, a fost desolzit, eviscerat,
decapitat si filetat. Fileurile au fost dezosate si jupuite manual. Muschii rosii au fost detasati
manual si separati de muschii albi. Muschiul alb, rezultat dupa cantarire, a fost maruntit prin
utilizarea unei masini electrice de tocat, prevazuta cu sita cu diametrul ochiurilor de 3 mm.

Carnurile de vita si de porc si pieptul de pui in stare refrigerata au fost procurate de la
magazinele comerciale specializate. Carnurile de vita si de porc au fost alese de grasime si
tesut conjunctiv, iar pieptii de pui au fost dezosati si jupuiti. Carnurile au fost taiate in cuburi si
maruntite prin utilizarea unei masini electrice de tocat, dotata cu sita cu diametrul ochiurilor de 3
mm.

Carnurile tocate au fost impartite in parii egale, fiind destinate obf{inerii unor derivate de
proteine musculare prin diferite procedee: spalarea repetata a carnurilor cu apa racita sau
diferite solutii de extractie concomitent cu omogenizarea la blender (3 spalari), urmata de
centrifugare pentru indepartarea apelor de spalare; solubilizare acida a proteinelor si precipitare
acestora din solutie la pH-ul punctului izoelectric al proteinelor musculare; solubilizare alcalina a
proteinelor si precipitare acestora din solutie la pH-ul punctului izoelectric al proteinelor
musculare (figurile 2.1. si 2.2.).
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Capitolul 2. Materiale si
metode
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Figura 2.1. Schema generala de extractie a proteinelor miofibrilare — prin spalari repetate

Solutiile de extractie au fost diferite in functie de varianta adoptata:

Varianta [:

> solutie de spalare 1: KCI 0,15M + EDTA mM raport 1:5;

» solutie de spalare 2: KCI 0,15M + EDTA mM raport 1:3;
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» solutie de spalare 3: KCI 0,15M raport 1:3.
Varaianta Il:
» solutie de spalare 1: KCI 0,15M, tampon fosfat pH=7,0 (Na2ZHPO4 /NaH2PO4
0,05M) raport 1:5;
> solutie de spalare 2: KCI 0,15M, tampon fosfat pH=7,0 (Na2HPO4 /NaH2PO4
0,05M), raport 1:3;
> solutie de spalare 3: KCI 0,15M raport 1:3.
Varianta lll:
» solutie de spalare 1: apa distilata racita cu gheata, raport 1:5;
> solutie de spalare 2: apa distilata racita cu gheata, raport 1:3;
» solutie de spalare 3: apa distilata racita cu gheata, raport 1:3.
Varianta IV (utilizata in cazul carnii de pasare):
» solutie de spalare 1: NaCl 0,1M, EDTA 1mM, raport 1:5;
» solutie de spalare 2: NaCl 0,1M, EDTA 1mM, raport 1:3;
> solutie de spalare 3: NaCl 0,15M, raport 1:3.
Varainta V (utilizata in cazul pieptului de pui):
» solutie de spalare 1: tampon fosfat pH=7,0 (Na2HPO4 /NaH2PO4 0,05M), EDTA
1mM, NaCl 0,1M, raport 1:5;
» solutie de spalare 2: tampon fosfat pH=7,0 (Na2HPO4 /NaH2PO4 0,05M), EDTA
1mM, NaCl 0,1M, raport 1:3;
» solutie de spalare 3: NaCl 0,1M raport 1:3.

Varianta VI (folosita pentru extragerea proteinelor miofibrilare din piept de pui, inima de vita
si peste-crap):
» solutie de spalare 1: bicarbonat de sodiu 0,1M, NaCl 0,1M, raport 1:5;
» solutie de spalare 2: bicarbonat de sodiu 0,1M, NaCl 0,1M, raport 1:3;
» solutie de spalare 3: NaCl 0,1M, raport 1:3.
Varianta VII (folosita pentru extragerea proteinelor miofibrilare peste-crap):
» solutie de spalare 1:bicarbonat de sodiu 0,1M, KCI 0,1M raport 1:5;
» solutie de spalare 2: bicarbonat de sodiu 0,1M, KCI 0,1M raport 1:3;
» solutie de spalare 3: KCI 0,1M raport 1:3.
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Figura 2.2. Schema de extractie prin procedeul acid si alcalin

2.2. Obtinerea concentratelor proteice liofilizate
Pastele proteice umede, obtinute prin diferite metode de extractie, au fost uscate prin
liofilizare folosind aparatul de liofilizare de tip Alpha 1-4 LD Plus, furnizat de firma Christ.
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Probele au fost mai intai congelate la ultrafrizer, Platinum 500, la temperatura de -48°C, timp de
42 de ore si apoi uscate prin sublimare.
Conditiile de liofilizare au constat in:
e fincalzirea pompei 20 minute;
e uscarea principala: 2 ore, presiune 1 mbar, temperatura -20°C;
e uscarea finala: 20 minute.

2.3. Metode de analiza

2.3.1. Determinarea compozitiei chimice aproximative

Continuturile de apa, proteine, grasime si cenusa au fost determinate prin utilizarea
metodelor standard de analiza (AOAC, 1990). De asemenea, umiditatea a fost determinata si
prin uscare rapida pana la masa constanta cu ajutorul Termobalantei Precisa XM 60 (SR. ISO
1442: 2010). Azotul total a fost determinat prin metoda semimicro Kjeldahl, mineralizarea
efectuandu-se in instalatia de tip Trade Raypa .Proteinele globale au fost calculate prin
multiplicarea continutului de azot total cu factorul proteic 6,25. Toate analizele chimice au fost
efectuate in duplicat. Proteinele solubile au fost determinate prin metoda colorimetrica Lowry
(lonescu si colab., 1992). Pentru determinarea continutului de lipide prin metoda Soxhlet s-a
utilizat instalatia de extractie (Sistem Soxhlet — Velp. (SR 9065-10:2007).

Determinarea continutului de cenusa (SR. ISO 936: 2009) s-a realizat in cuptorul de
calcinare tip Thermolyne. Substantele minerale totale sunt reprezentate de reziduul obtinut
dupa calcinarea la 525 + 20°C si racirea repetate a probelor pana la masa constanta.

Toate substantele chimice utilizate au fost de puritate analitica.

Determinarea pH-ului prin metoda potentiometrica (SR. ISO 2917: 2007 ) a fost efectuata cu
ajutorul pH-metrului tip Hanna, folosind dispersii proteice cu concentratia de 10% (G/V), la
temperatura de 22 + 1°C.

2.4. Proprietatile functionale ale concentratelor/izolatelor proteice

2.4.1. Solubilitatea proteinelor

Solubilitatea proteinelor musculare de peste sau de carne de porc, vita sau pasare a fost
studiata la valori ale pH-ului cuprinse intre 3 si 11. Initial, a fost pregatita suspensia proteica cu
concentratia de 1% in apa distilatd prin agitare timp de 1 ord pe un agitator magnetic la
temperatura camerei. Parti alicote din suspensie au fost prelevate pentru determinarea
solubilitatii proteinelor la diferite valori ale pH-ului obtinute dupa ajustare cu o solutie de HCI 2M
sau NaOH 2M si agitare timp de 1 ora. Dupa ajustarea pH-ului si aducere la volum cunoscut,
probele au fost centrifugate la 3000 rpm, timp de 30 min. 10 ml supernatant au fost supusi
mineralizarii in conformitate cu metoda semimicro Kjeldahl impreuna cu 15 ml H,SO, concentrat
si amestec oxidant intr-o instalatie de tip Trade Raypa. Cantitatea de proteine solubilizate a fost
calculata prin amplificarea azotului total cu factorul proteic 6,25. Curbele de solubilitate a
proteinelor au fost construite folosind nivelurile medii de proteine obtinute pentru fiecare valoare
de pH luata in considerare. Au fost efectuate probe duble pentru fiecare valoare de pH.

2.4.2. Absorbtia apei si uleiului

Capacitatea de absorbtie a apei a fost determinata prin centrifugare, in conformitate cu
metoda descrisa de Sathe si colab., (1982a), cu unele modificari. Probele (3 g proteine
musculare) au fost mai intai uscate timp de 24 ore la 104°C si apoi plasate in tuburi de
centrifuga pre-cantarite si dispersate in 25 ml de apa distilata. Dispersiile obtinute au fost
agitate ocazional. Dupa 30 min de pastrare la temperatura de 22 + 1°C, probele au fost
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centrifugate timp de 30 minute la 3500 rpm. Supernatantul a fost indepartat, iar excesul de
umiditate a fost eliminat prin uscare timp de 25 de minute la 50°C. In final, tuburile centrifugale
au fost cantarite. Capacitatea de absorbtie a apei a fost determinatd pentru pH-ul normal al
derivatului proteic si exprimata ca ml de apa absorbitd/g de derivat proteic. Au fost efectuate
probe duble.

Capaciatatea de absorbtie a uleiului a fost determinata conform metodei lui Lin gi colab.,
(1974). Derivatul proteic (0,5 g) a fost omogenizata cu 6 ml de ulei de floarea soarelui intr-un
tub de centrifugd, cantarit in prealabil. Tn scopul unei mai bune dispersii a proteinei in ulei,
continutul tubului a fost agitat timp de 1 min cu o bagheta subtire de sticla, apoi, probele au fost
centrifugate la 3000 rpm, timp de 25 min, iar 30 min mai tarziu uleiul separat a fost eliminat.
Capacitatea de absorbtie a uleiului a fost exprimata ca ml de ulei/g de derivat proteic, pentru
probe duble.

2.4.3. Capacitatea de emulsionare

Pentru a studia efectul pH-ului asupra capacitatii de emulsionare a concentratelor de
proteine musculare au fost realizate dispersii proteice cu concentratia de 1% (G/V). Pentru
solubilizarea proteinelor, dispersiile proteice au fost agitate cu un agitator magnetic si ajustate la
pH-uri diferite, cuprinse intre 3 si 11, prin adaugare de HCI 2M sau NaOH 2M. Pentru
determinarea capacitatii de emulsionare, 50 g de suspensie proteica au fost transferate in cuva
unui agitator si impreuna cu uleiul de floarea soarelui adaugat treptat dintr-o biureta au fost
omogenizate continuu pana la distrugerea emulsiei (Beuchat, 1977). Masuratorile au fost
efectuate la 22°C £ 1°C, iar capacitatea de emulsionare a fost exprimata ca ml de ulei utilizati
pentru emulsionarea unui g de derivat proteic. Au fost efectuate probe duble.

2.4.4. Capacitatea de spumare si stabilitatea spumei

Capacitatea de spumare si stabilitatea spumei au fost determinate conform metodei
descrise de Lin si colab., (1974), cu unele modificari. 100 ml de dispersie proteica cu
concentratia de 1% (G/V) au fost omogenizati cu mixerul Braun timp de 3 min. Volumul de
dispersie a fost inregistrat inainte si dupa formarea spumei. Capacitatea de spumare a fost
exprimata prin cresterea procentuala a volumului dupa agitare in raport cu volumul initial, pentru
probe duble, conform realtiei de mai jos:

R VeV
Cresterea in volum = % X 100;

i

unde:

V; - volumul final al spumei;

Vi - volumul initial al solutie.

Stabilitatea spumei a fost determinata prin inregistrarea scaderii nivelului spumei dupa
pastrarea probelor agitate la temperatura camerei timp de 30, 60, 90, 120 si 150 minute, cu

relatia:
VsTX100

Stabilitatea spumei.% = .
L

unde:
Vst - volumul de spuma dupa pastrare un anumit timp;
Vi - volumul initial al solutiei.
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2.4.5. Proprietatile de gelificare

Proprietatile de gelificare au fost determinate prin masuratori reologice dinamice la oscilatji
de mica amplitudine, efectuate cu un reometru la tensiune controlata (AR 2000, TA Instruments,
New Castle, DE) , atagat la un computer control software (Rheology Advantage Data Analysis
Program, TA, New Castle, DE). Temperatura a fost monitorizata prin utilizarea unui sistem de
control al temperaturii Peltier. Toate masuratorile reologice au fost facute utilizdnd o geometrie
con placa de 40 mm, cu o un unghi de 2° si un gap de 2000 pm. Pentru fiecare test, aproximativ
2 g de suspensie proteica au fost plasate la baza placii reometrului. Pentru prevenirea
deshidratarii s-a adaugat silicon de vascozitate redusa in jurul marginilor placii. Masuratorile au
fost facute la frecventa unghiulara constanta de 0,3142 rad/min (frecventa de 0,05 Hz) prin
scanarea domeniilor de temperatura 4,3 - 74,9°C si 31 - 80°C. Au fost inregistrate modificarile
modulului de depozitare (G’) si ale unghiului de faza sau de deformare (d) in funciie de
temperatura. Viteza de incélzire a fost programata la 1°C/min. Pentru toate probele a fost
stabilit domeniul de vascoelasticitate liniara la temperatura constanta de 20°C si la frecventa de
0,10 Hz. Pentru fiecare test, proba a fost mentinutd un timp de 5 minute pentru echilibrarea
temperaturii. Probele au fost efectuate in duplicat.

2.5. Prepararea fimelor proteice

Initial, continutul de proteine al solutiei peliculogene a fost ajustat la 1%, 1,5%, 2% sau 2,5%
si apoi a fost adaugat glicerolul ca plastifiant in proportie de 30%, 40%, 50% sau 70% raportat
la proteine (g/g). In unele solutiei peliculogene (2%) a fost inlocuitd o parte din proteina (1
g/100g solutie) cu 1g gelatina/100g solutie sau cu 1g ciclodextrina. Solutia se agita moderat la
un agitator magnetic (model ARE).

Dupa dispersia completa a concentratului se reduce valoarea de pH la 2,7 cu acid acetic,
pentru filmele acide sau se regleaza pH- ul la 10,8 cu NaOH, pentru filmele alcaline. Solutia
obtinuta a fost tratata termic pe o baie de apa (Model jswb-06T.) cu controlul temperaturii de la
25°C la temperatura de 90°C (1°C/min), cu mentinerea acestei temperaturi timp de 30 minute.
Dupa ricire solutia a fost centrifugats timp de 20 minute la 6000rot./min.In final, supernatantul a
fost turnata pe placi PETRI (D = 90 mm.) pregatite in prealabil. S-a masurat volumul solutiei
filmogenice (20 ml.) turnata in placile PETRI. Deshidratarea se face la 30°C si umiditate relativa
de 55-65% pentru 24 ore (Monterrey-Quintero si Sobral, 2000). Cantarirea tuturor
componentelor filmului a fost efectuata la balanta anliticd (Model Sartorius) cu o precizie de
0,0001g. Dupa evaporarea apei, filmele rezultate au fost desprinse manual. Pentru
determinarea proprietatilor functionale, filmele au fost conditionate la 22-25°C la 58% umiditate
relativa intr-un exicator cu solutie saturata de NaBr, pentru 7 zile.

Apoi, grosimea filmelor a fost masurata in 9 locatii diferite cu un micrometru digital (0,001
mm) la o proba cu diametrul de 6,5 mm.

2.6. Proprietatile filmelor bazate pe proteine musculare de peste

2.6.1. Aspectul filmului

Aspectul filmului a fost apreciat vizual, apreciind ugurinta cu care se desprinde de placa,
flexibilitatea, culoarea, prezenta bulelor de aer si a crapaturilor.

2.6.2. Masurarea grosimii filmului

Grosimea filmului a fost masurata prin utilizarea micrometrului in 9 locatii alese la
intdmplare. Precizia de masurare a grosimii filmului a fost de + 5%.
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2.6.3. Permeabilitatea la vapori de apa (PVA)

Permeabilitatea la vapori de apa a fost masurata prin folosirea metodei ASTM modificate de
Gontard si colab., (1992). Proba de film a fost plasata pe o cupa de sticla care contine gel de
silica (RH 0%) si fixata cu unsoare de silicon si o banda de material plastic. Cupa a fost plasata
intr-un exicator cu apa distilatd (100% RH), la 30°C. Cupa a fost cantarita la intervale de 1 ora
timp de 12 ore si permeabilitatea filmului a fost calculata cu ajutorul formulei:

PVA(107Y¥gm=1s71pa ) =wxx x A" x t7}(P, — P))7?
unde:
- w este cresterea in greutate, in g; x este grosimea filmului, in m;
- A este aria filmului expus, in m?,
- ttimpul de mentinere;
- (P, - P,) este diferenta de presiune partiala a vaporilor din atmosfera cu gel de
silica si apa pura (P, - P,) = 2642 Pa la 22°C.
Aceasta procedura a fost repetata de doua ori, facandu-se in total patru teste pentru fiecare
tip de film.

2.6.4. Hidroliza cu proteaza

20 mg de pulbere de film macinat au fost suspendate in 20 ml solutie enzimatica [0,2 mg a
chimotripsina/ml de tampon Tris 40 mM - HCI (pH 7,6)]. Suspensia proteaza-substrat a fost
incubata la 37°C timp de 120 minute (Yildirim &Hettiarachchy, 1998). Hidroliza a fost stopata
prin adaugarea unui ml de solutie TCA 50% la 4 ml suspensie. Dupa centrifugarea suspensiei la
4500rot./min. pentru 30 minute, supernatantul a fost indepartat si apoi au fost adaugati peste
precipitat 4 ml solutie NaOH 0,5M pentru dizolvarea acestuia. Cantitatea de proteine din solutia
de NaOH a fost determinata prin metoda Lowry din probe triple pentru fiecare tip de film.

Hidroliza cu proteaza a fost calculat cu urmatoarea ecuatie:
uwp, = [1— (2
%Py = [1 - ()] x 100,
unde:
- Py este continutul procentual de proteina dupa incubare;
- P, este continutul de proteine in precipitat inainte de incubare;

- P, este continutul de proteine dupa incubare.

2.6.5. Solubilitatea filmului in diferite solutii denaturante

Probele de film au fost solubilizate in 4 solutii diferite: solutie de NaCl 0,6M (S1); solutie de
uree 1,5M + NaCl 0,6M (S2); solutie de uree 8,0M + NaCl 0,6M (S3) si solutie de 2-R-
mercaptoetanol 0,5M + uree 8,0M + NaCl 0,6M, conform indicatiilor lui Perez-Mateos, s.a.,
1997. Pulberea de film macinat (25 mg) a fost imersata in 5 ml din fiecare solutie (S1, S2, S3
sau S4) si agitata usor peste noapte la temperatura camerei prin utilizarea unui agitator. Solutia
a fost centrifugata la 4500rot./min. pentru 30 min gi concentratia proteinei din supernatant a
fost determinata in probe triple prin utilizarea metodei colorimetrice Lowry.

2.6.6. Solubilitatea filmului in apa

Solubilitatea filmului in apa a fost determinata conform descrierii lui Tunc s.a. (2007).
Probele de film taiate sub forma patrata (4x4 cm) au fost uscate la etuva la 105°C pentru 24 ore
in vederea masurarii substantei uscate initiale a filmului. Apoi, probele uscate au fost imersate
in pahare cu apa distilata (50 ml) si agitate ocazional pentru 24 ore la 25°C, dupa care au fost
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scoase din apa, tamponate cu hartie de filtru Whatman nr.1, pentru a indeparta excesul de apa
si apoi uscate la 105°C pana la masa constanta. Solubilitatea filmului in apa a fost calculata
utilizdnd ecuatia:

Total substanta uscata solubilizata in apa (TSA), % = (%) X 100,
1

unde :

- Gi este greutatea initiala a filmului, in g,

- Gf este greutatea substantei uscat a probei de film dupa imersare gi uscare, in g.
Au fost efectuate probe triple pentru fiecare tip de film.

2.6.7. Transmisia luminii si transparenta

Proprietatile de bariera ale filmelor pentru lumina ultravioleta si vizibila au fost evaluate prin
scanarea domeniului de lungimi de unda cuprinse intre 200 si 800 nm, utilizdnd
spectrofotometrul UV (Spectrofotometrul UV-VIS HACH), conform metodei indicate de Fang si
colab., (2002), cu unele modificari. In acest sens, filmele au fost decupate in benzi
dreptunghiulare cu dimensiunile (1x2 cm) si fixate pe benzi de marimi identice de hartie alba
(A) si neagra (N). Opalescenta a fost calculatd ca raport procentual intre absobanta citita in
cazul fondului negru (AbN) si absorbanta citita pe fond alb (AbA) [AbN/AnA x 100] pentru
fiecare lungime de unda. Transparenta filmului a fost calculata cu urmatoarea ecuatie (Han &
Floros, 1997):

A
Transparenta = % ,

unde:
Agoo este absorbanta la 600 nm,
- X - grosimea filmului.
Pentru aprecierea opalescentei si trasnparentei filmelor au fost efectuate probe triple.

2.6.8. Masurarea proprietatilor mecanice

inainte de testarea proprietatilor mecanice, filmele au fost conditionate timp de 48 ore la RH
50% si 25°C si a fost determinatd grosimea medie a filmului pentru a estima aria sectiunii
transversale a probei.

Rezistenta la tractiune (RT) si elongatia procentuald la rupere (ER) au fost determinate
utilizdnd Masina universala pentru incercari, Testometric M350-5AT, care opereaza in
conformitate cu Societatea Americana pentru Testarea Materialelor (ASTM), Metoda standard
D882-22 (ASTM 2002). Din fiecare film au fost taiate benzi dreptunghiulare (latime 20 mm;
lungime 50 mm) care au fost folosite pentru determinarea rezistentei la intindere si elongatiei
procentuale la rupere. Rezistenta la tractiune (RT, MPa) a fost calculata prin impartirea
incarcaturii maxime (N) necesara pentru a intinde proba de film la suprafata sectiunii
transversale (m?). Elongatia la rupere (ER, %) a fost calculata prin impértirea alungirii filmului in
momentul rupturii la lungimea de prindere initiald (50 mm in acest studiu) a probelor inmultita cu
100. Au fost testate cate 4 probe pentru fiecare film.

2.6.9. Microscopie prin scanare electronica

Studiile privind microstructura filmelor au fost efectuate cu ajutorul microscopul electronic
Quanta 200 (FEI Company, Olanda). Probele de film au fost montate pe placute de aluminiu si
morfologia suprafetei probelor de filme a fost vizualizata la o tensiune de accelerare de 20 kV.

50



CERCEL FLORICEL Il. PARTEA EXPERIMENTALA
Cercetari privind obtinerea, caracterizarea si utilizarea Capitolul 2. Materiale si
proteinelor miofibrilare in industria alimentara metode

2.7. Prepararea painii

La prepararea aluatului au fost folosite uratoarele materiale: faina, apa, sare si concentrat
proteic de peste umed sau liofilizat. Framantarea s-a efectuat in Kitchen Aid (model 5 KSM 150,
Anglia) n trei etape: 1 min la turatia de 280 rpm; 1 min la 360 rpm si 20 secunde la 440 rpm.
Dupa amestecare, aluatul s-a mentinut pentru fermentare, timp de 60 min. la 30°C si umiditatea
relativa (RH) de 85%. Apoi, aluatul a fost scos din cuva malaxorului si impartit in 2 parti de cate
320 g. Fiecare portiune de alaut a fost formata ca paine, plasata intr-o tava de copt si mentinuta
in fermentator pentru inca 60 min. in final, aluatul a fost copt timp de 30 min la 230°C, intr-un
cuptor electric. Dupa scoatere din cuptor, painea a fost racita timp de 2 ore, la 20°C si 50% RH.
Experimentarile au fost repetate de doua ori pentru fiecare reteta folosita.

2.7.1. Determinarea proprietatilor painii

2.7.1.1. Volumul specific al painii

Determinarea a constat in masurarea volumului dezlocuit de paine intr-un mediu format din
particule solide mici (de obicei seminte de rapita). Masuratorile s-au efectuat dupa cantarirea
prealabila a probelor de paine.

Trei masuratori au fost facute pentru fiecare bucatd de péine si valorile medii au fost
raportate la 1g de paine (cm®g) (Bordei si Burluc, 2003).

2.7.1.2. Elasticitatea a miezului de péine
Din fiecare proba de péaine au fost decupate céate trei bucati cilindrice de miez de paine, cu
dimensiunile 4,15 x 6 cm (D x H) cu ajutorul unui cutit cilindric. Bucatile cilindrice au fost presate
pana la jumatate din inaltimea initialda (1 min), iar dupa indepartarea presei a fost inregistrata

indltimea finala (1 minut). Elasticitatea relativa reprezinta inaltimea dupa 1 minut de la revenire,
exprimata in % fata de inaltimea initiala, conform relatiei (Bordei gi Burluc, 2003):

.. H
Elasticitatea,% = ;f x 100,
i

unde:
H; - inaltimea initiala a cilindrului de miez, in mm;
H¢ - Tnaltimea finala a cilindrului de miez, in mm.

2.7.1.3. Porozitatea miezului de pdine

Porozitatea painii reprezinta volumul total al porilor dintr-un anumit volum de miez exprimat
in %. Din fiecare proba de paine se decupeaza trei cilindri gradati dimensiunile 4.15 x 6 cm (D x
H) cu ajutorul unui cutit cilindric. Dupa presarea acestora pana la disparitia golurilor, bilele
compacte se introduc intr-un cilindru cu ulei pentru stabilirea volumului acestora. Porozitatea
relativd a miezului se calculeaza prin impartirea volumului initial la volumul final si multiplicarea
cu 100 (Bordei si Burluc, 2003).

2.7.1.4. Analiza senzoriala

Analiza senzoriald a probelor a fost realizatd de un grup de 10 specialisti apartinand
Departamentului de analize senzoriale al Facultati de Stiinta si Ingineria Alimentelor,
Universitatea Dunarea de Jos din Galati, Romania. Fiecare bucata de paine a fost verificata prin
elasticitate) si indicii senzoriale (volum péine - 4 puncte; culoarea crustei - 4 puncte; textura - 6
puncte; porozitate - 6 puncte; aroma - 4 puncte si gust - 6 puncte).
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Capitolul 3. Proteine miofibrilare

3.1. Studiul proprietatilor functionale ale concentratelor/izolatelor proteice

In prezent, existd un interes crescut pentru utilizarea proteinelor miofibrilare extrase din
surse ieftine (specii de pesti neutilizabile, carnuri de calitate inferioara, inima de vita, carne
dezosata mecanic de pasare sau vita) ca sursa de proteine cu valoare biologica ridicata pentru
alimentatia omului si ca ingredient functional, datorita proprietatilor functionale deosebite ale lor.
Au fost dezvoltate mai multe metode pentru obtinerea concentratelor proteice din diferite surse
proteice, cele mai multe dintre ele determinand o diminuare nesemnificativa a proprietatilor
functionale ale proteinelor miofibrilare. Procedee recente se bazeaza pe solubilizarea
proteinelor musculare la pH scazut sau ridicat, separarea proteinelor solubile prin centrifugare si
apoi precipitarea acestora la pH-ul punctului izoelectric.

Solubilizarea acida sau alcalina si precipitarea proteinelor solubilizate la punctual izoelectric
este un proces de recuperare care asigura separarea proteinelor miofibrilare de colagen,
grasime si oase. Acest proces de extractie a proteinelor nu necesita tratament termic
denaturant.

Frecvent, in cazul materiilor prime slabe se folosesc procedee de indepartare a proteinelor
sarcoplasmatice, a grasimii si a substantelor extractive prin spalarea repetata a carnii tocate cu
apa rece sau cu diferite solutji racite, urmata de indepartarea apelor/solutiilor saline sau alcaline
de spalare prin presare sau centrifugare. Acest procedeu este utilizat la obtinerea produsului
surimi (concentrat de proteine miofibrilare de peste) sau a produselor similare (like-surimi), cum
sunt concentratul de proteine miofibrilare din carne dezosata de pasare, carne sangerata si din
inima de vita (lonescu si colab., 2008 si 2010)

Proteinele miofibrilare, obtinute din surse diferite, au fost caracterizate din punct de vedere
functional prin determinarea solubilitatii proteinelor, proprietatilor de emulsionare, spumare si de
gelificare.

in tabelul 3.1 sunt prezentate tipurile de concentrate/izolate de proteine miofibrilare,
metodele de separare folosite si concentratile lor in substantd uscata si proteine. Dupa
continutul de proteine, unele paste proteice pot fi incluse in categoria concentratelor proteice
(continutul de proteine cuprins intre 70-87% din s.u.), conform clasificarii propuse de Food and
Agriculture Organization (Barzana si Garibay, 1994), iar altele in categoria izolatelor proteice la
care confinutul de proteine a fost mai mare de 90% s.u.

Tehnica de separarea a proteinelor prin solubilizare alcalina (pH 10,8) si precipitare la pH
izoelectric 5,4 a condus la cele mai bune rezultate in cazul carnurilor de porc (85,17% s.u.), vita
(92,42% s.u.) si pui (91,49% s.u.). Nivelul cel mai mic de proteine (73,98%) a fost inregistrat in
cazul spalarii repetate a carnii de porc tocate cu apa (CPMP 3), ceea ce ne permite sa
consideram ca aceasta tehnica este neadecvata pentru obfinerea derivatelor proteice cu
concentratie adecvata de proteine din carne de porc. Toate tehnicile folosite au inclus o
operatie de separare a proteinelor stromale, astfel incat concentratele obtinute de noi contin cu
precadere proteine miofibrilare si sarcoplasmatice si cantitati mici din alte substante de insotire.
Pieptul de pui si pulpa de vita sunt surse mai bune de proteine miofibrilare si sarcoplasmatice
decat pulpa de porc sau carnea de crap $i macrou.
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Tabelul 3.1. Concentrate/izolate proteice, tehnica de obtinere si concentratiile
fn substanta uscata si proteine

Sursa Denumirea Substanta Proteine,
concentratului Metoda de extractie uscata, g%
de proteine g%
miofibrilare
Muschi de CPMC Solubilizare alcalin& (pH 18,0°+0,87" 15,10%+0,74"
Crap 10,8) si precipitare la pH (83,33% s.u.)
izoelectric 5,4
Muschi de CPMC1 Extractie in solutie salind | 16,55%+0,82° 15,12°+0,64"
Crap 0,15M KCl si TmM EDTA (91,35% s.u.)
Muschi de CPMM Extractie in solutie salina 17,61°+0,81° 14,37°+0,68"
Macrou 0,15M KCl si 1mM EDTA (81,60% s.u.)
Pulpa de CPMP 1 Solubilizare alcalin& (pH 16,45°+0,80° 14,01°+0,71°
Porc 10,8) si precipitare la pH (85,17% s.u.)
izoelectric 5,4
Pulpa de CPMP 2 Solubilizare in mediu acid | 14,95%0,73" | 12,41°t0,0,59°
Porc (pH 2,7) si precipitare la pH (83,10% s.u.)
izoelectric 5,4
Pulpa de CPMP 3 Separare proteine 13,82°+0,68" 10,21%+0,50"
Porc miofibrilare prin extractie (73,88% s.u.)
cu apa distilata
Pulpa de CPMP 4 Extractie cu tampon fosfat | 18,31%+0,90° 15,57%+0,75"
Porc (85,04% s.u.)
Pulpa de CPMV 1 Solubilizare alcalina (pH 14,21%+0,70° 13,13%+0,66"
Vita 10,8) si precipitare la pH (92,42% s.u.)
izoelectric 5,4
Pulpa de CPMV 2 Solubilizare in mediu acida | 15,69%+0,77° 13,18%+0,65"
Vita (pH 2,7) si precipitare la pH (84,00% s.u.)
izoelectric 5,4
Piept de CPMPP 1 Solubilizare alcalina (pH 15,51%+0,77° 14,19°+0,70"
Pui 10,8) si precipitare la pH (91,49% s.u.)
izoelectric 5,4
Piept de CPMPP 2 Solubilizare in mediu acidé | 14,69°:0,73° | 12,18%t0,60"
Pui (pH 2,7) si precipitare la pH (82,91% s.u.)
izoelectric 5,4
Muschi de CPMN1 Solubilizare alcalina (pH 15,80°+0,87° 13,49°+0,64°
Novac 10,8) si precipitare la pH (85,33% s.u.)
izoelectric 5,4
Muschi de CPMN2 Solubilizare in mediu acidé | 14,17°:0,67° | 12,59°t0,64"
Novac (pH 2,7) si precipitare la pH (88,84% s.u.)
izoelectric 5,4
Muschi de CPMN3 Extractie in solutie salind | 16,17°t0,80° | 14,66°+0,73"
Novac 0,15M KClI si 1mM EDTA (90,66% s.u.)

a - Valori medii; b + eroarea standard

Calitatea si stabilitatea unui produs proteic finit sunt afectate de proprietatile functionale ale
proteinelor (Xiong, 2000). Cele mai importante proprietati functionale, atunci cand sunt obtinute
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concentrate sau izolate de proteine musculare, pentru utilizare in produsele alimentare sunt:
solubilitatea, vascozitatea, capacitatea de refinere a apei, de emulsionare si de gelificarea
(Hultin si colab., 1999).

3.1.1. Solubilitatea proteinelor

Caracteristicile de solubilitate ale proteinelor miofibrilare sunt interesante datorita relatiilor cu
alte proprietati functionale, indeosebi cele de gelifiere si de retinere a apei (Hultin si colab.,
1995). Proteinele musculare sunt diferentiate corespunzator prin solubilitatea lor. Proteinele
sarcoplasmatice sunt definite ca acele proteine solubile atunci cAnd muschiul este extras cu
apa sau cu solufii cu tarie ionica redusa (solutie cu concentratie fiziologica sau mai mica).
Proteinele miofibrilare sunt, in general, solubile in solutii cu tarie ionica >0,3. Modificarea
solubilitatii proteinelor musculare poate fi obtinuta pe diferite cai, prin modificarea tariei ionice,
tipurilor de ioni, pH-ului si/sau temperaturii, astfel fiind afectata natura hidrofoba si/sau ionica a
proteinelor. Mult timp a existat o convingere generala ca pentru a fi formate geluri proteice bune
este necesara solubilizarea proteinelor mofibrilare in solutii saline cu concentratie mare (0,3 -
0,6M), caracteristica produselor din carne sarata si cu adaos de polifosfati. Totusi, Stefansson
si Hultin (1994) au aratat, ca proteinele miofibrilare de cod sunt solubile Tn solutii cu tarie ionica
mai mica de 0,3M, atat la pH neutru cat si la pH acid, deoarece foriele de repulsie datorate
sarcinilor negative ale lanturilor laterale ale proteinelor sunt suficiente pentru a mentine separat
moleculele proteice, atunci cand exista suficienta apa disponibila (Stefansson si colab., 1994).

Solubilitatea proteinelor depinde de specia animalului, de tipul de muschi, de modificarile
postmortem, timpul de expunere la valori de pH mai mici de 6,6 (Hultin si colab., 2005) si de
tratamentele aplicate (congelare-decongelare).

Pentru a gasi valorile de pH corespunzatoare pentru solubilizarea si recuperarea maxima a
proteinelor musculare, noi am construit curbele de solubilitate (concentratie proteine versus pH)
pentru concentratele si izolatele de proteine miofibrilare din diferite surse. Curbele privind
solubilitatea proteinelor sunt prezentate in figurile 3.1+3.4. Profilele de solubilitate au fost
asemanatoare pentru toate pastelor proteice analizate.

Concentratele de peste au prezentat solubilitate minima in domeniul izoelectric, cu pH-ul
cuprins intre 5,5 - 7,0, caracteristic pentru majoritatea proteinelor musculare (Xiong, 1997 ),
cele mai mici valori ale solubilitati proteinelor fiind constatate la pH 5,5. Pentru
concentratele/izolatele proteice obfinute prin solubilizare alcalina si acida au fost inregistrate
valori mai mari ale solubilitaii la pH 5,5 (17,89-21,25%), decéat pentru concentratele proteice
obtinute prin spalarea carnurilor tocate cu apa sau cu diferite solutii (12,45-14,31%). Acest fapt
il explicam prin prezenta in constitutia acestor concentrate proteice a proteinelor
sarcoplasmatice solubile in apa si in solutii cu tarie ionica mica si care reprezinta circa 20-30%
din proteinele muschiului (Haard si colab., 1994; lonescu si colab., 2009). Proteinele solubile Tn
domeniul punctului izoelectric au fost in principal proteine sarcoplasmatice si posibil actina
disociata. Asa dupa cum se poate vedea din figurile 3.1+3.4, peste 20% din proteine au fost
solubile in domeniul de pH fiziologic (6,5-7,0), pH gasit in unele produse de carne sarata cu
adaos de polifosfati.

Reducerea pH-ului fatd de punctul izoelectric a condus la o cresterea substantiala a
solubilitatii proteinelor pana la pH 3,0 unde proteinele au prezentat o solubilitate mai mare de
87% pentru toate probele testate de noi. Maximul solubilitatii a fost atins la pH 3,0 la CPMPP1
(90,88%), CPMV1 (90,25%) si la CPMP4 (90,22%). Pentru concentratele proteice de peste
valorile maxime de solubilitatea au fost la pH 3,0 de 88,96% pentru crap si de 87,98% pentru
macrou, valori inferioare celor raportate de Ingadottir, (2004), dar la valori de pH diferite, de
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96% la pH 2,5 si de 90% la pH 1,5, pentru Tilapia. Scaderea solubilitatii la valori foarte reduse
de pH (1,5) ar putea fi datorita agregarii indusa de anioni, deoarece mai mult acid clorhidric in
mediu va conduce la cresterea tariei ionice a solutiei si poate reduce repulsia electrostatica
dintre proteine (Goto si colab., 1994; McClements, 1999).
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Figura 3.1. Influenta pH-ului asupra solubilitatii proteinelor din muschiul de peste

95 -
—o—CPMP 1
85 -
—8—CPMP 2
75 -
@ CPMP 3
5 65 1 —e—CPMP 4
3 55 -
(C
=
@ 45 4
e
o35 -
>~
25 -
15 -
5 T T T T T T T T 1
3 4 55 6 7 8 9 10 11
pH

Figura 3.2. Influenta pH-ului asupra solubilitatii proteinelor din muschiul de porc: CPMP1 -
concentrat proteic miofibrilar obtinut prin solubilizare alcalina (pH 10,8) si precipitare la pH
izoelectric 5,4; CPMP2 - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin solubilizare in mediu acid (pH
2,7) si precipitare la pH izoelectric 5,4; CPMP3 - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin
extractie cu apa distilata; CPMP4 - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin extractie cu tampon
fosfat.
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Cresterea pH-ului, peste punctul izoelectric a condus la o crestere treptatda a solubilitatii
proteinelor la pH-ul 8,0 - 11,0, valorile maxime de solubilitate fiind constatate la pH 11 (82,23-
89,23%), usor mai reduse fata de valorile nregistrate la pH 3,0.
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Figura 3.3. Influenta pH-ului asupra solubilitatii proteinelor din muschiul de vita: CPMV 1 -
concentrat proteic miofibrilar obtinut prin solubilizare in mediu alcalin (pH 10,8) si precipitare la
pH izoelectric 5,4; CPMV 2 - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin solubilizare in mediu acid

(pH 2,7) si precipitare la pH izoelectric 5,4.
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Figura 3.4. Influenta pH-ului asupra solubilitaii proteinelor din piept de pui: CPMPP 1 -
concentrat proteic miofibrilar obtinut prin solubilizare in mediu alcalin (pH 10,8) si precipitare la
pH izoelectric 5,4; CPMPP 2 - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin solubilizare in mediu
acid (pH 2,7) si precipitare la pH izoelectric 5,4.
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in figurile 3.5 si 3,6 se face o comparatie intre profilele de solubilitate ale proteinelor din
diferite surse musculare, in conditiile extractiei alcaline si acide. Alura curbelor este
asemanatoare pentru toate probele analizate, indicAnd un minim accentuat la pH 5,5 si maxime
in domeniul puternic acid si alcalin. Cea mai buna solubilitate la pH-ul izoelectric a avut-o
proteinele extrase din pieptul de pui, urmata de cele din muschi de vita si cea mai mica
solubilitate proteinele din muschi de crap, in cazul extractiei alcaline. In cazul extractiei acide
proteinele de porc au manifestat cea mai redusa solubilitate la Pl. Profilele de solubilitate ale
proteinelor sunt influentate in mica masura de metoda de extractie acida sau alcalina folosita,
indiferent de sursa de proteine folosita (peste, porc, vita sau pasare).
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Figura 3.5. Compararea solubilitatii proteinelor extrase prin metoda alcalina din diferite
musculare: CPMC - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin solubilizare alcalina (pH 10,8) si
precipitare la pH izoelectric 5,4 - muschi de Crap; CPMPL1 - concentrat proteic miofibrilar
obtinut prin solubilizare alcalina (pH 10,8) si precipitare la pH izoelectric 5,4 — pulpa de porc;
CPMV 1 - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin solubilizare in mediu alcalin (pH 10,8) si
precipitare la pH izoelectric 5,4 - pulpa de vita; CPMPP 1 - concentrat proteic miofibrilar obtinut
prin solubilizare Tn mediu alcalin (pH 10,8) si precipitare la pH izoelectric 5,4 — piept de pui
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Figura 3.6. Compararea solubilitatii proteinelor extrase prin metoda acida din diferite surse
musculare: CPMP2 - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin Solubilizare in mediu acid (pH
2,7) si precipitare la pH izoelectric 5,4 - pulpa de porc; CPMV 2 - concentrat proteic miofibrilar

obtinut prin Solubilizare in mediu acid (pH 2,7) si precipitare la pH izoelectric 5,4 - pulpa de vit3;

CPMPP 2 - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin solubilizare in mediu acid (pH 2,7) si

precipitare la pH izoelectric 5,4 — piept de pui.

Coeficientii de corelatie (correl) dintre valorile de pH si solubilitatea proteinelor a depins in
mai mare masura de sursa proteinelor, decat de tehnica de extractie. Pentru proteinele de crap
(CPMC) coeficientul de corelatie inregistrat a fost de 0,314, usor mai mare decéat pentru
proteinele din macrou 0,289. In cazul proteinele extrase din muschi de porc, coeficientii de
corelatie au fost aceeasi (0,28) in cazul metodelor de separare alcalina si acida (CPMP1 si
CPMP2) si diferit pentru extractia in apa (0,395 pentru CPMP3) si in solutie de polifosfat (0,365
pentru CPMP4). Coeficientii de corelatie intre pH si solubilitatea proteinelor au fost putini diferiti
la proteinele de vita, fiind de 0,27 la CPMV1 si de 0,25 la CPMV2, pe cand la proteinele din
piept de pasare coeficientii de corelatie au fost aceeasi 0,27 indiferent de tehnica de extractie
folosita (alcalina sau acida).
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Figura. 3.7. Influenta pH-ului asupra solubilitaii proteinelor din muschiul de Novac.

Prin schimbarea valorii de pH a solutiei proteice, proteina dobandeste o sarcina neta
negativa sau pozitiva la care hidratarea resturilor incarcate si repulsia electrostatica determina o
crestere a solubilitati (Damodaran si colab., 1996). La valori de pH apropiate de pH-ul
izoelectric al proteinelor se reduce repulsia dintre lanfurile de proteine si se produce asocierea
acestora. Ca urmare, majoritatea proteinelor prezinta solubilitate minima la punctul izoelectric
(pl), deoarece lipsa de repulsie electrostatica promoveaza interactiuni hidrofobe (proteina-
proteind) si agregarea moleculelor de proteine. Datorita agregarii proteinelor in aceste conditii,
ele pot fi separate din solutie cu ajutorul unei forte centrifuge corespunzatoare.

Pentru merlan de Pacific, Choi si Park (2002) au aratat ca solubilitatea proteinelor cea mai
mica a fost constatata la pH 5,0, valoare de pH, care a fost indicata drept pH-ul potrivit pentru
precipitarea si recuperarea proteinele solubilizate. Solubilitatea maxima a fost inregistrata la pH
1,5 in domeniul acid si la pH de 11,0 pentru domeniul alcalin. Curba de solubilitate pentru
catfish a aratat valori maxime de solubilitate la pH 2,5 si 11,0 si o valoare minima la pH 5,5,
sugerand ca cele doua valori de pH ar fi adecvate pentru solubiliza proteinele si pH-ul 5,5
pentru precipitarea proteinelor din solutie (Kristinsson si colab., 2003).

Taria ionica a unei solutii are un impact dramatic asupra dependentei profilului de
solubilitate al proteinelor musculare de pH. Dagher si colab., (2000) au aratat ca solubilitatea
proteinelor muschiului de cod cresc dramatic in domeniul de pH 8,9-9,2 la o tarie ionica de
0,001M. Totusi, efectele pH-ului la concentratii mari de sare nu a depins ca atunci cand
concentratia de sare era scazuta.

Acelasi comportament s-a observat si la proteinele obtinute din muschi de novac, figura
3.7.

Curbe de solubilitate similare cu cele obtinute de noi pentru crap, novac si macrou au fost
stabilite de Undeland si colab., (2003), pentru hering si de Kim si colab., (2003), pentru merlan
de Pacific.

La pH sub 5,5, proteinele devin incarcate negativ ceea ce conduce la repulsia electrostatica
care faciliteaza proteinele sa lege apa si sa se umfle. La fel la pH mai mare decat punctul
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izoelectric, proteinele capata sarcind netd pozitiva care conduce la repulsie, la hidratarea
proteinelor si cresterea marimii hidrodinamice a proteinelor, a vascozitatii solutiilor proteice
(Damodaran si colab., 1996).

3.1.2. Capacitatea de spumare si stabilitatea spumei

Solubilitatea proteinelor este o necesitate pentru proprietatile functionale ale proteinelor
(Damodaran, 1996). Un omogenat proteic cu solubilitate ridicata se presupune a avea o
capacitate de spumare mare.

Efectul pH-ului asupra capacitatii de spumare a fost studiat pentru unele tipurile de
concentrat proteic/izolat proteic, obtinute de noi. Din figurile 3.8.-3.12 se poate vedea ca pH-ul
mediului de dispersie al proteinelor a influentat in mare masura proprietatile de spumare si
stabilitatea spumei. Capacitatea minima de spumare pentru proteinele musculare din diferite
surse a fost constatata la pH 5,5, unde si solubilitatea a fost cea mai mica; solubilitatea
proteinelor avand o contributie importantd la comportamentul la spumare al proteinelor. n
domeniul acid de pH, cea mai mare capacitate de spumare a fost inregistrata la pH 4,0, iar in
domeniul alcalin la pH 10. Tn mediu puternic alcalin, prin solubilizarea proteinelor miofibrilare,
indeosebi a HMM, se asigura imbunatatirea capacitatii de spumare.

Concentratul proteic din macrou, obtinut prin extractie in solutie de KCI 0,15 M si EDTA 1
mM, a avut o capacitate de spumare mai buna decéat concentratul proteic din muschi de crap,
obtinut prin solubilizare alcalina (figura 3.8). Cresterea tariei ionice (concentratiei de saruri),
posibil, a influentat capacitatea de spumare a proteinelor de peste.

Stabilitatea spumei a fost, de asemenea, conditionatda de pH si de tipul concentratului
proteic analizat. Spumele pe baza de concentrate proteic de macrou au prezentat o stabilitate
mai buna decat cele pe baza de concentrate proteic din crap pe aproape tot domeniul de pH, cu
exceptia pH-urilor 9 si 10 (figura 3.9), la care situatia a fost inversa.

Coeficientul de corelatie (correl) dintre cresterea procentuala de volum si valoarea de pH a
fost mai mare la CPMM (0,710) decéat pentru CPMC (0,666), situatia fiind inversa in cazul
corelatiei dintre stabilitatea spumei si pH (0,672 pentru CPMC, fata de 0,372 la CPMM).
Diferentele de comportament la spumare le punem pe seama atat a tehnicilor diferite de
separarea a proteinelor musculare de peste, cat si pe istoricul speciilor de pesti, luate in studiu.

Asa dupa cum se poate vedea din figura 3.10, capacitatile de spumare ale concentratelor
proteice din muschi de porc au variat in functie de tehnica de extractie folosita si de pH. La pH
4,0, au fost constatate cele mai mari capacitati de spumare pentru CPMP1 (125% cresterea de
volum) si CPMP3 (140%). Pentru toate tipurile de concentrate capacitatea de spumare a scazut
la pH 5,5, pH-ul punctului izoelectric al proteinelor din carne, scaderea fiind mai accentuata
pentru CPMP1 (45%) si CPMP3 (50%), in comparatie cu CPMP2 (40%) si CPMP4 (50%). in
general, proprietatile de spumare reduse ale proteinelor corespund cu pH-ul izoelectric
(Pearson, 1983). Pentru valori de pH superioare punctului izoelectric, capacitatea de spumare a
crescut treptat pana la pH 10, dupa care au fost constate usoare reduceri la pH 11, la majoritate
probelor. Coeficientii de corelatie (correl) dintre valorile de pH si capacitatile de spumare au fost
mult mai mici pentru CPMP1 (0,229) si CPMP3 (0,153), in raport cu CPMP2 (0,871) si cu
CPMP4 (0,705). Proprietatile de spumare au fost gasite a fi usor mai ridicate la proteinele
extrase din muschiul de porc Th mediu alcalin, in comparatie cu mediul acid. Rezultatele noastre
confirma pe cele raportate de Hyrynets si colab., (2010) pentru proteinele recuperate prin
procedeul alcalin din carne de curca dezosata mecanic.
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Figura 3.8. Influenta pH-ului solutiei proteic asupra capacitatii de spumare la concentratele
proteice de peste: CPMCL1 - concentrat proteic miofibrilar obfinut prin extractie in solutie salina
de KCI si EDTA — muschi de Crap; CPMM - concentrat proteic miofibrilar obfinut prin extractie in
solutie salina de KCI si EDTA — muschi de macrou;
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Figura 3.9. Influenta pH-ului solutiei proteice asupra stabilitatii spumei la concentratele proteice
de peste: CPMC1 - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin extractie in solutie salina de KClI si
EDTA — muschi de Crap; CPMM - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin extractie in solutie
salina de KCI si EDTA — muschi de macrou.
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Figura 3.10. Influenta pH-ului solutiei proteice si a tehnicii de extractie asupra capacitatii de
spumare a concentratelor proteice din muschi de porc: CPMP1 - concentrat proteic miofibrilar
obtinut prin solubilizare alcalina (pH 10,8) si precipitare la pH izoelectric 5,4 — pulpa de porc;
CPMP2 - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin Solubilizare in mediu acid (pH 2,7) si
precipitare la pH izoelectric 5,4 - pulpa de porc; CPMP3 - concentrat proteic miofibrilar obtinut
prin extractie cu apa distilata; CPMP4 - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin extractie cu
tampon fosfat.

Ca si capacitatea de spumare, stabilitatea spumei a depins de tipul concentratului si de
valoarea de pH (figura 3.11). Cea mai redusa stabilitate a fost constatata la pH 5,5. Stabilitatea
spumei s-a corelat slab cu valorile de pH, coeficienti de corelatie mai mari fiind constatati pentru
probele CPMP1 (0,438) si CPMP3 (0,452). Pentru CPMP2 si CPMP4 coeficientii de corelatie
dintre pH si stabilitatea spumei au fost de 0,128 si respectiv 0,268, situatie inversa decéat in
cazul capacitatii de spumare.
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Figura 3.11. Influenta pH-ului solutiei proteic asupra stabilitatii spumei la concentratele proteice
din muschi de porc: CPMPL1 - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin solubilizare alcalina (pH
10,8) si precipitare la pH izoelectric 5,4 — pulpa de porc; CPMP2 - concentrat proteic miofibrilar
obtinut prin Solubilizare in mediu acid (pH 2,7) si precipitare la pH izoelectric 5,4 - pulpa de
porc; CPMP3 - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin extractie cu apa distilata; CPMP4 -
concentrat proteic miofibrilar obtinut prin extractie cu tampon fosfat.

Concentratul proteic de vita, obtinut prin procedeul alcalin (figura 3.12), a prezentat o
capacitate redusa de spumare in domeniul acid (30% la pH 4,0) si o valoare minima de 15% la
pH 5,5. Capacitatea de spumare a crescut moderat in domeniul de pH cuprins intre 6-9, ca apoi
sa creasca semnificativ la pH 10 (45%) si 11 (75%). Stabilitatea spumei a prezentat aceeasi
tendinta cu cresterea de volum, cu exceptia pH 11 (92%) la care a fost constata o scadere a
stabilitatii spumei in raport cu pH-ul 10 (96%).
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Figura 3.12. Influenta pH-ului solutiei proteice si a tehnicii de extractie asupra capacitatii de
spumare si a stabilitatii spumei a concentratului proteic din muschi vita (extractie alcalina -
CPMV 1)

Cresterile de volum ale spumei pe baza de CPMV1 s-au corelat pozitiv cu valorile de pH,
coeficientul de corelatie constatat de noi fiind 0,744, spre deosebire de capacitatea de spumare,
stabilitatea spumei s-a corelat mai slab (correl = 0,332).

In cazul concentratelor proteice din peste capacitatile de spumare s-au corelat foarte bine
cu solubilitatea proteinelor, coeficientii de corelatie gasiti de noi fiind 0,941 pentru CPMC si
0,905 pentru CPMM. La concentratele proteice din muschi de porc coeficientii de corelatie au
fost de asemenea pozitivi, dar valorile lor au fost extrem de variabile in functie de tehnica de
extragere utilizata (0,742 pentru CPMP1; 0,945 pentru CPMP2; 0,553 pentru CPMP3 si 0,930
pentru CPMP4).

Functia de baza a proteinelor in formarea spumei este de a descreste tensiunea interfaciala
prin absorbtia lor la interfatd, de a creste vascozitatea si proprietatile elastice ale fazei lichide si
de a forma filme rezistente la interfata aer-lichid. Diferitele proteine poseda capacitati diferite de
spumare, tensiunea de suprafatd nu se modifica proportional cu capacitatea de spumare.
Viteza de difuzie a proteinelor la interfata aer-lichid este diferita, ca si timpii necesari pentru a
atinge o valoare constanta a tensiunii de suprafata (Zayas, 1997).

Formarea spumelor pe baza de proteine implica difuzia proteinelor solubile la interfata aer-
apa, modificarea conformationala rapida si rearanjarea la interfata, iar stabilitatea spumei
necesita formarea unui film gros, coeziv si vascoelastic in jurul fiecarei bule de aer (Petruccelli
si colab., 1994), deci, capacitatea de a forma spuma este o functie de conformatia moleculei
proteice. Stabilitatea spumei depinde de natura filmului si reflectd gradul de interactiune
proteina-proteina din matricea proteica (Mutilaning si colab., 1996). Stabilitatea spumei este
ameliorata in domeniul de flexibilitate maxima a proteinei, care imbunatateste vascozitatea
fazei apoase, concentratia proteinei si grosimea filmului (Phillips si colab., 1994).

La obtinerea produselor procesate pe baza de carne, spumarea proteinelor solubilizate Tn
solutia salina este un proces nedorit, datoritd inglobarii aerului la cuterizare sau la malaxare.
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Aerul inglobat in compozitile de salam sau in carnurile injectate si malaxate poate conduce la
obtinerea unor produse cu structuri poroase, la degradarea pigmentilor de culoare si la procese
oxidative la nivelul sistemului lipidic. Evitarea inglobarii aerului se realizeaza prin malaxare i
umplere in membrane sub vid. Desi proteinele miofibrilare au proprietati de spumare cu mult
mai reduse, decat proteinele globulare, la obtinerea solutiilor peliculogene se recomanda, totusi,
vidarea acestora, pentru evitarea obtinerii unor filme poroase.

3.1.3. Capacitatea de emulsionare

Capacitatea de emulsionare (CE) a fost determinata pentru toate concentratele si izolatele
de proteine miofibrilare, obtinute din diferite surse si prin folosirea diferitelor tehnici de separare,
in functie de valoarea de pH a solutiei proteice, in domeniul 3-11.

Datele referitoare la variatia capacitatii de emulsionare sunt prezentate grafic in figurile
3.13-3.16. Pentru toate probele de concentrat proteic capacitatea de emulsionare a fost
conditionatd de pH-ul solutiei proteice, care a influentat direct solubilitatea concentratului
proteic.

Cele mai mari valori ale capacitatii de emulsionare au fost inregistrate la pH 4,0 si 10 pentru
majoritatea pastelor proteice. Se poate observa o scadere a capacitafi de emulsionare in
domeniul acid de pH cuprins intre 3-5,5 si o crestere in domeniul neutru si alcalin 7-11. Tn cazul
concentratelor de peste am constatat valori mai mari ale capacitatii de emulsionare pe tot
domeniul de pH pentru CPMM in raport cu CPMC, pentru care profilul curbelor a fost diferit
(figura 3.13 a si b). Pentru CPMC au fost inregistrate valori mai mari ale CE la pH 4,0, in
comparatie cu CPMM, dar situatia a fost inversa in domeniul alcalin. in plus, in curba de variatie
a capacitati de emulsionare in functie de pH pentru CPMC se observa un palier pentru
domeniul izoelectric, unde valorile lui CE au fost cele mai mici (71-74 ml ulei/g proteina), pe
cand la CPMM curba nu exista acest palier ci numai o valoare minima la pH 5,5 de 168 ml
ulei/g proteina. Proprietatile de emulsionare diferite la cele doua tipuri de concentrate proteice
de peste le punem pe seama tehnicii de extractie folosite, tariei ionice diferite si pe
caracteristicile compozitiei concentratelor, CPMC contine si proteine sarcoplasmatice
precipitabile la pH 5,5.

n cazul concentratelor proteice de porc proprietatile tensioactive, de difuzie a proteinelor la
interfata si de formare a filmelor proteice rezistente au depins de metoda de extractie a
proteinelor si de solubilitatea lor la diferite valori de pH. Curbele de variatie a capacitatii de
emulsionare in functie de valorile de pH (figura 3.14 a, b, ¢ si d) indica existenta domeniului
izoelectric pentru CPMC1 si CPMC3 la pH cuprins intre 5,5-6,0, in care CE a avut cele mai mici
valori, un domeniu acid (5,5-4) caracterizat prin imbunatatirea proprietatilor de suprafata prin
reducerea pH-ului solutiei proteice si un domeniu alcalin (7-10) caracterizat prin cresterea CE.
In cazul concentratelor CPMC2 si CPMC4 profilul curbelor indica disparitia domeniului
izoelectric, curbele prezentand o valoare minima a CE la pH 5,5. in raport cu pl, cresterea si
descresterea valorii de pH a solutiei proteice a determinat cresterea diferita a valorilor CE in
functie de domeniul de pH acid sau alcalin si de modul de extractie. in mod asemé&nator
concentratelor proteice de porc, s-au comportat si concentratele proteice de vita, CPMV1 si
CPMV?2 (figura 3.15 a si b), cu deosebirea ca la derivatele proteice de vita, CE a avut valori mai
mari la pl sau in domeniul izoelectric.
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Figura 3.13. Influenta pH-ului solutiei proteice asupra capacitatii de emulsionare a
concentratului de proteine miofibrilare de peste (a — CPMC - concentrat proteic miofibrilar
obtinut prin solubilizare alcalina (pH 10,8) si precipitare la pH izoelectric 5,4 - muschi de Crap; b
— CPMM - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin extractie in solutie salina de KCI si EDTA —
muschi de macrou).
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Figura 3.14. Influenta pH-ului solutiei proteice asupra capacitatii de emulsionare a
concentratului de proteine miofibrilare de porc (a - CPMP1 - concentrat proteic miofibrilar
obtinut prin solubilizare alcalina (pH 10,8) si precipitare la pH izoelectric 5,4; b - CPMP2 -

concentrat proteic miofibrilar obtinut prin solubilizare in mediu acid (pH 2,7) si precipitare la pH
izoelectric 5,4; ¢ - CPMP3 - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin extractie cu apa distilata; d
- CPMP4 - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin extractie cu tampon fosfat).
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Figura 3.15. Influenta pH-ului solutiei proteice asupra capacitatii de emulsionare a
concentratului de proteine miofibrilare de vita (a - CPMVL1 - concentrat proteic miofibrilar obtinut
prin solubilizare in mediu alcalin (pH10,8) si precipitare la pH izoelectric 5,4; b - CPMV2 -
concentrat proteic miofibrilar obtinut prin solubilizare in mediu acid (pH 2,7) si precipitare la pH
izoelectric 5,4)
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Profilul curbelor de variatie ale CE in functie de pH-ul solutiei proteice la izolatele proteice
de piept de pui (figura 3.16 a si b) a fost asemanator concentratelor proteice de vita si porc
obtinute prin aceeasi metoda de extractie, dar valorile CE au fost diferite pentru toate valorile de
pH in functie de sursa de proteina (muschi de piept de pui, porc sau vita).
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Figura 3.16. Influenta pH-ului solutiei proteice asupra capacitatii de emulsionare a
concentratului de proteine miofibrilare de piept de pui (a - CPMPP1 - concentrat proteic
miofibrilar obtinut prin solubilizare in mediu alcalin (pH 10,8) si precipitare la pH izoelectric 5,4;
b - CPMPP2 - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin solubilizare in mediu acid (pH 2,7) si
precipitare la pH izoelectric 5,4).
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Proprietatile de emulsionare ale proteinelor structurale de porc, vitd si pasare prezinta
importanta practici deosebita la obtinerea produselor procesate de carne. In general, pentru
ameliorarea proprietatilor de emulsionare ale proteinelor se adauga polifosfati alcalini, care
modifica pH amestecului de salam si determina disocierea actomiozinei in actind si miozina,
ultima prezentand insusiri tensioactive mai bune decat complexul actomiozinic. Proteinele carnii
solubile Tn apa (sarcoplasmatice) exercita proprietati de emulsionare mai slabe decéat proteinele
solubile in sare (miofibrilare). Proteinele miofibrilare sunt emulgatori buni n produsele
procesate de carne (indeosebi la salamurile emulsionate). Efectul de emulsionare al proteinelor
carnii include formarea filmelor proteice groase si rezistente in jurul particulelor de grasime.
Acest efect este legat de cantitatea de proteina solubilizata in apa carnii sau cea adaugata in
timpul maruntirii fine. Hidrofobicitatea, solubilitatea si continutul de grupari —SH ale proteinelor
carnii extractibile in sare influenfeaza proprietatile de emulsionare si de legare a grasimii
(Zayas, 1997)..

3.1.4. Proprietatile de gelificare

Proteinele miofibrilare sunt responsabile pentru proprietatile texturale ale produselor
procesate din carne (Yasui si colab., 1980; Asghar si colab., 1985). in general, proteinele
extrase in solutii saline cu tarie ionica mare (0,3-0,6M), cunoscute ca proteine solubile in sare
(SSP), reprezinta 55 pana la 60% din proteinele musculare totale sau 10% din greutatea
musculaturii scheletice (Asghar si colab., 1985). Dintre proteinele miofibrilare, miozina si
actomiozina contribuie cel mai mult la dezvoltare caracteristicilor de gel la produsele procesate
din carne sarata.

Noi am studiat proprietatilor de gelificare ale unor omogenate de muschi (crap,
macrou,novac ,vita), concentrate proteice umede (crap, piept de pui, macrou, novac) si derivate
proteice liofilizate (de porc si macrou).

In cadrul studiului nostru, am urmarit comportamentul reologic al suspensiilor proteice prin
scanarea unor domenii largi de temperaturi (4,3-74,8°C sau 31-80°C) si monitorizarea
parametrilor: modulul elastic si unghi de faza (delta). Marimile reologice au fost stabilite prin
metoda reologica dinamicd la deformatie mica, nedistructiva, condusa in regiunea liniara a
vascoelasticitatii, care permite determinarea naturii elastice si vascoase a probei testate.

Modulul elastic de forfecare (de depozitare sau de inmagazinare, G’) reprezinta masura
energiei eliberate pe ciclu de deformare pe unitate de volum si proprietatea care face corelatie
cu natura elastica a materialului.

Unghiul de fazd sau de deformare (d) reprezintd masura preponderentei proprietatilor
vascoase (caracteristice lichidului) si a proprietatilor elastice (caracteristice solidului) Tn
comportamentul vascoelastic al unui material. Unghiul de faza este legat de formarea legaturilor
din gel in timpul incalziri/deformarii, in principal, la cresterea temperaturii/descregterea
frecventei oscilatiilor.

3.1.4.1. Comportamentul reologic al proteinelor de peste

Asa dupa cum se poate vedea din figurile 3.17-3.19, valorile modulului elastic si ale
unghiului de faza (8) in cazul omogenatului si a derivatelor proteice din muschi de crap au
evoluat diferit in functie de domeniul de temperatura si de natura probei.

In cazul omogenatului de muschi de crap (pH 6,3), modulul elastic a avut o evolutie
descendenta moderatd in domeniul de temperaturi cuprins intre 4,3-35,9°C, caracterizat prin
valori ridicate ale lui G’, 29580 Pa la temperatura de 4,3°C si 19850 Pa la 35,9°C. Acest interval
este urmat de un alt domeniu de temperaturi (35,9-51,9°C) caracterizat prin reducerea mai
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accentuata a parametrului respectiv pana la o valoare minima de 11970 Pa (51,9°C). in aceste
domenii de temperatura diminuarea modulului de inmagazinare o punem pe seama modificarii
complexe a structurii proteinelor muschiului de peste ca urmare a denaturarii anumitor fractiuni
proteice. Denaturarea structurilor cuaternare, tertiare si secundare la aplicarea unui stres extern
(incalzirea), posibil, a implicat disocierea subunitatilor din filamentele proteice, desfacerea
puntilor disulfitice (-S-S-), interactiunilor necovalente dipol-dipol dintre aminoacizii polari si a
interactiunilor dintre aminoacizii nepolari din lanfurile laterale, precum si conversia partiala a
structurilor a-helix si R-pliate la configuratia de spirala rasucita la intamplare.

Termoreograma, prezinta in continuare, o portiune apropiata de un platou in domeniul 50,9-
59,9°C, posibil caracteristic denaturarii si agregarii simultane a unor fractiuni proteice, avand in
vedere natura complexa a sistemului investigat. Constatarile noastre sunt in acord cu cele
raportate de Westphalen si colab., (2005), care au constatat existenta platoului in domeniul 50-
57°C, in cazul probelor de proteine miofibrilare cu pH 6,0 si concentratie mai redusa.
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Figura 3.17. Modificarea modulului elastic si a unghiului de faza in functie de temperatura —
Omogenat de muschi de crap (concentratia proteica 16,12%, pH 6,3, viteza de incalzire
1°C/minut)

Incepand cu punctul de inflexiune al curbei (51,9°C), valorile modulului elastic au crescut
extrem de lent la inceput, apoi cresterea a fost accentuata dupa temperatura de 59,9°C pana la
terminarea procesului de incalzire la 74,8°C. Acest comportament reologic este caracteristic
gelificarii termice a proteinelor muschiului de crap si cresterii tariei gelului format. Formarea
gelului presupune agregarea ireversibila a proteinelor denaturate cu formarea a noi legaturi
disulfitice, in special, intre capetele globulare ale miozinei si tranzitia spiralei helicate a tijei
moleculei de miozina la o structura de retea tridimensionala (Stone si colab., 1992; Sharp si
colab., 1992; Samejima si colab., 1981). Modificarile caracteristicilor reologice in functie de
temperatura ale omogenatului de crap sunt confirmate si de evolutia unghiului de faza.

Termoreograma unghiului de faza (figura 3.17) indica o evolutie inversa in raport cu
modulul elastic. Valorile reduse ale unghiului de faza, cuprinse intre 6,96-12,57°, pe tot
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domeniul de temperatura 4,3-74,8°C sunt specifice corpurilor vascoelastice la care componenta
elastica a fot permanent preponderenta in raport cu componenta vascoasa. Zonei de palier din
termoreograma modulului elastic ii corespund cele mai mari valori ale unghiului de faza, >12,0°.

in figurile 3.18 si 3.19 sunt prezentate termoreogramele modulului elastic si ale unghiului de
faza pentru concentratele umede de proteine, extrase din muschiul de crap prin procedeul
alcalin si acid. Profilul termoreogramelor concentratelor proteice a fost similar cu cel al
omogenatului de muschi de crap cu deosebirea ca valorile modulului elastic au fost diferite, fiind
cu mult mai mari in cazul omogenatului de muschi (tabelul 3.2). Daca comparam cele doua
tipuri de concentrate proteice (acid si alcalin) se poate observa ca valorile lui G’ au fost mai mari
pentru concentratul proteic alcalin in raport cu cel acid. Pentru cele doua tipuri de concentrat
proteic temperatura de tranzitie de la sol la gel a fost aceeasi (50,8°C), putin mai mica decéat
cea inregistrata in cazul omogenatului de muschi (51,9°C).
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Figura 3.18. Influenta temperaturii asupra valorilor modulului elastic si unghiului de faza -
Concentrat proteic de muschi de crap extractie alcalina (CPMC1) (concentratia proteica 83,33%
din s.u., viteza de incalzire 1°C/minut)
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Figura 3.19. Influenta temperaturii asupra valorilor modulului elastic si unghiului de faza —
Concentrat proteic de muschi de crap extractie acida (CPMC2) (concentratia proteica 82,34%
din s.u., viteza de incalzire 1°C/minut)

Modificarea caracteristicilor reologice la Tncalzire ale concentratelor proteice de crap in
raport cu omogenatul de muschi de crap, (tabelul 3.2) le punem pe seama complexitatii mai
mari a omogenatului, diferentelor privind continutul proteic si valorile de pH caracteristice si
eventualelor modificari denaturante in sistemul proteic in timpul tratamentelor de extractie
(Yongsawatdigul si Park, 2004). Concentratia proteica si pH-ul sunt parametrii extrem de
importanti la gelificarea termicd a proteinelor carnii. in plus, este cunoscut faptul ca in timpul
extractiei proteinelor musculare prin procedeul acid, datorita concentratiei mari de acid clorhidric
sufera modificari care influenteaza proprietatile functionale si reologice.

Tabelul 3.2. Dependenta modulului elastic de temperatura si de metoda de extractie a proteinelor

musculare
Natura probei Modul elastic, Pa

4,3°C 50,8°C 51,9°C 74,7°C
Omogenat de muschi 29.580 - 11.840 22.020
Concentrat proteic - 4178 1.382 : 4,523
Extractie alcalina
concentrat proteic - 3.453 1.269 : 4.070
Extractie acida

Capacitatea mai redusa de a forma geluri a proteinelor tratate in mediu acid, in comparatie
cu cele tratate Tn mediu alcalin poate fi datoratd unor modificari conformationale (pierderea
partiala a lanfului greu de miozina) sau datorita conformatiei nefavorabile a proteinelor in timpul
tratamentului acid (mai multe grupari hidrofobe care conduc la agregate mai mari si la un gel
mai putin ordonat). O alta explicatie ar fi cea legata de prezenta proteinelor sarcoplasmatice
denaturate care sunt refinute la procesul acid, dar nu si la cel alcalin (Ingadottir, 2004).
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In cazul omogenatului de muschi de macrou si a concentratelor proteice umede si liofilizate,
tranzitia solului proteic la gel a fost studiata in timpul incalzirii in domeniile de temperatura
cuprinse intre 5,5-80°C si respectiv 31-80°C, prin monitorizarea modulilor de depozitarea
(elastic sau de Tnmagazinare) si a unghiului de faza ca si in cazul crapului. Efectele temperaturii
asupra celor doi parametri sunt indicate n figurile 3.20-3.21 pentru cele trei tipuri de probe
(omogenat de muschi de macrou, concentrat proteic umed si concentrat proteic liofilizat;
concentratul a fost obtinut prin extractie cu solutie de KCI 0,15M si EDTA 1 mM). Din figurile
respective pot fi desprinse informatii asupra modificarilor structurale in functie de temperatura,
acestea fiind dependente de natura probei.

In cazul omogenatului de muschi de macrou, din termoreograma modulului de depozitare
(G’) se evidentiaza o descrestere abrupta a modulului elastic odata cu cresterea temperaturii in
intervalul 5,5-30,1°C si una moderata in domeniul 30,1-46,1°C, cand se atinge o valoare a lui G’
de 2068 Pa (46,1°C). Intervalul de temperaturd 30,1-46,1°C poate corespunde regimului de
setting a pastei de macrou la temperatura ridicata, stabilit in mod experimental de fabricantji de
kamaboko din Japonia (30-45°C). Temperaturile peste 30°C determina denaturarea proteinelor
miofibrilare, cu modificarea configuratiei a-helix urmata de expunerea resturilor hidrofile si
sulfitice, care ulterior sunt implicate in procese de agregare si gelificare. Denaturarea
proteinelor a condus la o crestere a fluiditatii structurii de semigel si la disruperea unor retele
proteice de gel, formate anterior in stadiu timpuriu si la descresterea valorii lui G’, pana la
valoarea minima de 1190 Pa (52,5°C). Apoi, se constata in intervalul de temperatura (52,5-
74,9°C) cresterea continua a valorii lui G” pana la valoarea finala de 2815 Pa (74,9°C), valoare
de 5,26 ori mai mica decat nivelul initial al modului elastic (G" =14830 Pa la 5,5°C). Cresterea
lui G~ observata releva formarea legaturilor intermoleculare si producerea tranzitiilor
conformationale sau structurale. Formarea structurii de gel la temperaturi reduse este
evidentiata si prin evolutia valorilor unghiului de faza care au scazut semnificativ in intervalul
5,5-16,8°C, dupa care au ramas aproape constante pana la temperatura de 52,5°C. Peste
aceasta temperatura valorile lui & au scazut continuu ca dovada a producerii interactiunilor
intra- si intermoleculare specifice gelificarii termice a proteinelor. Se poate remarca proprietatile
de gelificare mult mai reduse ale proteinelor miofibrilare de macrou, in comparatie cu cele de
crap cu toate ca nivelul proteic a fost mai mare la omogenatul de macrou. Continutul mai mare
de grasime, proportia de muschi albi si rosii si istoricul tratamentelor la care au fost supuse
speciile de pesti analizate pot motiva aceste diferente.
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Figura 3.20. Modificarea modulului elastic si a unghiului de faza in functie de temperatura —
Omogenat de mugschi de macrou (Concentratia proteica 18,74%, pH 5,9, viteza de incalzire
1°C/minut).

In conditii asemané&toare de procesare, proteinele miofibrilare din muschii albi exercita, in
general, proprietati de gelificare mai bune decéat cele din muschii rosii (Fretheim si colab., 1986;
Xiong, 1992; Xiong, 1994; Lesiow si Xiong, 2001a; Lesiow si colab., 1998). Diferentele privind
proprietatile reologice intre muschii albi si rosii sunt atribuite unor factori intrinseci, cum sunt
izoformele proteinelor miozinei (Asghar si colab., 1984) si polimorfismului.

Din figura 3.21 se poate vedea comportamentul reologic al concentratului de proteine
miofibrilare din muschi de macrou umed, care se deosebeste de cel al omogenatului de muschi
de macrou. Din termoreograma se constata valori mai mici ale modulului elastic la concentratul
proteic la inceputul tratamentului termic, de 2587 Pa la 5,5°C, fatad de 14830 Pa la aceeasi
temperatura la omogenat si mai mari la sfarsitul procesului de incalzire de 5196 Pa la
concentrat si 2815 Pa la omogenat. Deci, prin spalarea repetatd a carnii de macrou tocata cu
solutie de KCI 0,15M si 1mM EDTA se imbunatatesc proprietatile proteinelor de macrou de
formare a gelului la tratament termic. Profilul curbei indica existenta a trei puncte de inflexiune
la 42,8°C (G’ = 1372 Pa), 50,8 (G’ = 2229 Pa) si la 54 (G’ = 2028 Pa). Rezultatele sunt in
concordanta cu cele raportate de Westphalen si colab., (2006) care au gasit punctele de
inflexiune la 41, 50 si 57°C la proteinele miofibrilare din muschi de porc (Semimembranosus,
Longissimus dorsi si Psoas major).

76



CERCEL FLORICEL Il. PARTEA EXPERIMENTALA
Cercetari privind obtinerea, caracterizarea si utilizarea Capitolul 3. Proteine miofibrilare
proteinelor miofibrilare in industria alimentara

G', Pa

70007500R000R50030003505%005%505°005°500
0, grade

TITI T T T I T I A A T T T I T A T A AT T I T T T AT T A T T I T T T I T A T I AT I T T T AT T AT I T T rrrrt 4

S A © 9o o © O 5 N O S % N
w0 ,Q.)“ ,{b" q(/b». qc/bx "{)b(]/"tc)bq b?y bc‘b« Q;bﬂ Ogb(]/ © éb». ,\{b‘

Temperatura, °C

Figura 3.21. Influenta temperaturii asupra valorilor modulului elastic si unghiului de faza —
Concentrat proteic de macrou umed, extractie in KCI si EDTA (CPMM) (Concentratia proteica
81,60% din s.u., pH 6,4, viteza de incalzire 1°C/minut)
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Figura 3.22. Modificarea modulului elastic si a unghiului de faza in functie de temperatura —
Omogenat de muschi de novac (Concentratia proteica 17,55% , pH 5,9, viteza de incalzire
1°C/minut)
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Figura 3.23. Influenta temperaturii asupra valorilor modulului elastic si unghiului de faza —
Concentrat proteic de muschi de novac extractie alcalina (Concentratia proteica 85,33% din

s.u., viteza de ncalzire 1°C/minut).
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Figura 3.24. Influenta temperaturii asupra valorilor modulului elastic si unghiului de faza —
Concentrat proteic de muschi de novac extractie acida (Concentratia proteica 88,84% din s.u.,

viteza de incalzire 1°C/minut)
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Figura 3.25. Influenta temperaturii asupra valorilor modulului elastic si unghiului de faza —
Concentrat proteic de muschi de novac extractie in KCI si EDTA (Concentratia proteica 90,66%
din s.u., viteza de incalzire 1°C/minut)

Comportamentul reologic al omogenatului de muschi de novac (figura 3,22), al concentratului
proteic de muschi de novac obtinut prin extractie alcalind (figura 3.23), al concentratului proteic de
muschi de novac obtinut prin extractie acida (figura 3.24) si al concentratului proteic de mugchi de novac
obtinut prin extractie in KCI si EDTA (figura 3.25) este asemanator cu a celorlalte tipuri de peste. Profilul
celor doua curbe (modul elastic si unghi de faza versus temperatura) indica producerea unor
modificari Tn sistemul proteic ca si in cazul altor derivate proteice.

In figurile 3.26 si 3.27 sunt prezentate termoreogramele suspensiilor proteice in functie de
concentratia derivatului proteic liofilizat din muschi de macrou. Profilul curbelor difera in mica
masura, dar valorile modului au variat cu nivelul de concentrat din suspensie. Prin cresterea
concentratiei de la 9 la 12% modulul elastic a crescut de la 211,8 Pa la 501,7 Pa la 31°C. La
temperatura de 39,6°C se observa mici picuri carora le corespund valori ale lui G’ diferite in
functie de concentratia derivatului proteic (215,5-496 Pa), iar temperatura de 51,4°C poate fi
considerata temperatura de incepere a cresterii tariei gelului. La sfarsitul procesului termic
valorile modului elastic au fost net superioare valorilor corespunzatoare temperaturii de 31°C,
fiind cu atadt mai mari cu cat concentratia proteinei a fost mai mare. Proteinele de macrou
liofilizate au manifestat proprietati de gelificare semnificativ. mai mici in comparatie cu
concentratul de proteine miofibrilare umed. Astfel, la 31°C, valoarea modului elastic a fost cu
4,14-12,33 ori mai mica decat valoarea concentratului umed, diferenta micsorandu-se
substantial la temperatura de 71,9°C, la care a fost de 1,9-4,4 ori mai mic&, in functie de
concentratia proteinei. Uscarea prin liofilizare a proteinelor structurale din muschiul de peste
fara adaos de crioprotectori conduce la denaturarea proteinelor si la pierderea capacitatii de
formare a gelurilor (Lanier si colab., 1992).

Concentratia proteinei joaca un rol cheie in determinarea proprietatilor de inducere termica
a gelurilor, de aceea trebuie sa se determine concentratia minima de gelificare pentru fiecare tip
de proteina sau derivat proteic. Rezultatele noastre sunt in acord cu raportarile altor cercetatori,
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care au constatat ca fermitatea si taria gelului cresc cu cresterea concentratiei de proteina
indiferent de sursa de proteina (Ishioroshi si colab., 1979, 1981; Foegeding si colab., 1986;
Fretheim si colab., 1986). Prin cresterea concentratiei de proteina de la 4 la 8% creste taria
gelului de surimi de pui (Smith si O’Neill, 1997). Utilizdnd proteine miofibrilare, Brewer si colab.,
(2005) au demonstrat, de asemenea, dependenta proprietatilor de gelificare de concentratia
proteinei, evidentiata prin cresterea tariei, elasticitatii si aderentei cu cresterea concentratjei
proteinei, coezivitatea crescand numai usor. Ei au tras concluzia ca intarirea gelului este
consecinta cresterii ariei matricei ocupata de proteina, ceea ce mareste potentialul de
interlegare la jonctiuni.
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Figura 3.26. Influenta concentratiei proteice asupra modulului elastic la suspensiile de
concentrat de proteine miofibrilare de macrou liofilizat (pH 7,0, viteza de incalzire 1°C/minut)

Profilul termoreogramelor unghiului & indica aceeasi dependenta a parametrului respectiv
de concentratia proteinei din sistem (figura 3.27).
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Figura 3.27. Influenta concentratiei proteice asupra unghiului de faza la suspensiile de
concentrat de proteine miofibrilare de macrou liofilizat (pH 7,0, viteza de incalzire 1°C/minut)

3.1.4.2. Comportamentul reologic al proteinelor de vita

In figura 3.28 este prezentat comportamentul reologic al omogenatului de muschi de vitd in
timpul tratamentului termic. Valorile modului elastic la omogenatul de vita au fost mai mici decat
cele ale omogentului de crap si mai mari decat in cazul pastei de carne de macrou pentru
acelasi interval de temperatura. Din curba se pot distinge trei domenii de temperatura: 30,2-
52,7°C, caracterizat prin reducerea valorilor modului elastic de la 14730 Pa la 4838 Pa, posibil,
ca urmare a denaturarii, disocierii si modificarii conformationale accentuate a unor proteine din
muschiul de vitd (F-actind, miozina, LMM); 52,7- 62,3°C, interval de temperaturd in care
modulul elastic a variat extrem de putin pana la 6634 Pa (62,3°C), o crestere usoara fiind
constatatd numai peste temperatura de 58°C; 62,3-74,6°C corespunde rearanjarii rapide a
lanturilor proteice prin formarea a noi legaturi intramoleculare si a structurii de gel care s-a
consolidat continuu. Temperatura mai mare de 70°C determina modificari conformationale
majore care implica si monomerul de actina (Vujdani, 1996) si cresterea elasticitatii gelului
proteic.

De asemenea, in curba de variatie a unghiului de faza in functie de temperatura, in cazul
omogenatului de vita (figura 3.28) se pot observa mai multe intervale de temperatura in care s-
au produs modificari structurale ale proteinelor musculare indicate de valorile lui 8. Tn intervalul
de temperatura 30,2-45,7°C valorile lui & s-au mentinut aproape constante, dar valorile ridicate
(17,49-20,23°) confirmé elasticitate mai redusa a sistemului si fluidificarea omogenatului prin
disocierea unor proteine. Posibil, F-actina disociaza in lanturi individuale; miozina in lanturile
grele si usoare, helixul tijei miozinei se transforma in spirale rasucite la intamplare. Intervalul
47,5-54,2°C este caracterizat prin reducerea valorilor unghiului 8, de la 16,49° la 13,16° si prin
generarea unor noi legaturi intre lanfurile proteice. Se remarca apoi alte doua zone de
instabilitate ale valorilor lui &, un palier, o crestere usoara si un alt palier in intervalul 54,2-
63,4°C, corespunzatoare transformérii helixului la spirald si regruparii rapide a acestora. in
intervalul de temperaturd cuprins intre 63,4-74,6°C valorile unghiului & au scazut continuu,
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dovada formarii gelului proteic si rigidizarii structurii lui (15,25-10,7°C). Unghiul de faza mic la
74,6°C indica un comportament reologic al gelului proteic asemanator unui corp solid.
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Figura 3.28. Modulul elastic si delta versus temperatura —
Omogenat de muschi de vita
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Figura 3.29. Modulul elastic gi delta versus temperatura —
Izolat proteic de piept umed de pui extractie alcalina (CPMPP1)
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Comportamentul reologic al izolatului umed de piept de pui obtinut prin solubilizare alcalina
este indicat in figura 3.29. Profilul celor doua curbe (modul elastic si unghi de faza versus
temperatura) indica producerea unor modificari in sistemul proteic ca si in cazul altor derivate
proteice.

3.1.4.4. Comportamentul reologic al proteinelor de porc

in figurile 3.30 si 3.31 sunt prezentate evolutile modulului elastic si a unghiului & pentru
concentratul proteic de porc liofilizat, obtinut prin solubilizare acida. Comportamentul reologic
arata dependenta puternicd de concentratie a parametrilor reologici. Se observa ca prin
cresterea concentratiei de proteina de la 6 la 8%, modulul elastic creste substantial.
Termoreograma la concentratia de 6% proteina prezinta un pic accentuat la temperatura de
60°C, curbe cu profil asemanator pentru G’ fiind obtinute si de Westphalen si colab., (2006)
pentru suspensiile de proteine miofibrilare din muschii SM (pH 6,5) si PM (pH 6,0) cu
concentratii de 2,3% proteina. Noi am observat o crestere a tariei gelului de la 52,5°C, care este
considerata temperatura de denaturare a miozinei, la 60°C si apoi o reducere a elasticitatji
gelului pana la 80°C, domenii de temperatura diferite de cele constatat de Westphalen si colab.,
(2006). Diferentele le punem pe seama concentratiei proteice si pH-ului diferite al suspensiilor
proteice si eventualelor denaturari suferite de proteine structurale de porc in timpul extractiei
acide si liofilizarii Tn absenta crioprotectorilor. Profilul termoreogramei modului elastic la
concentratia de 8% a fost total diferita de cea gasita de noi la concentratia de 6% proteina si de
cele raportate de Westphalen si colab., (2006) pentru diferite tipuri de muschi de porc.
Termoreogramele unghiului & a fost, de asemenea, diferite in functie de concentratia proteica.
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Figura 3.30. Modulul elastic si delta versus temperatura —
Concentrat proteic de porc liofilizat extractie acida (CPMP1, 6% proteina, pH 7,0).

83



CERCEL FLORICEL Il. PARTEA EXPERIMENTALA
Cercetari privind obtinerea, caracterizarea si utilizarea Capitolul 3. Proteine miofibrilare
proteinelor miofibrilare in industria alimentara

$50 4 ey 20
e D(kl .J( o
500 1 a .. r IS é
‘.b.‘..‘/ ". c
450 ~ / - 16 <
= o e
= 400 4 - 14 >
b, =

7 350 - L 12
- S
= 300 1 - 10 <
2 250 - s\ L Lg 3
=z e 2
200 LJo.t6 £
> «* \ =
150 4 ®oager* P oser L4 D

loo T T T T T T TTYT T Y s Ty T "y Yy v YUY Y TUYTYTUYCUYCUTOUTYTCTYFT Y 2

~ .Y ~ - Y “\ 2
"3\ .;.: o’ .\?\.b >-§‘. g;:.’ “;\’.' 5\\.% \\\\ é.: : @ .
Temperatua, °C

Figura 3.31. Modulul elastic si delta versus temperatura —
Concentrat proteic de porc liofilizat extractie acida (CPMP1, 8% proteina)

Proprietatile de gelificare indusa termic au fost studiate pentru diferite proteine miofibrilare
de vita, porc, pasare, peste si iepure de mai muli cercetatori (Fretheim si colab., 1986; Smith, si
colab., 1988; Hennigar si colab., 1989; Chan si colab., 1992; Xiong, 1992; Lan si colab., 1995a,
1995b; Boyer si colab., 1996a, 1996b). Ei au stabilit dependenta proprietatilor de gelificare ale
proteinelor miofibrilare, in special ale miozinei, de sursa de proteine, de tipul de muschi, de pH,
tarie ionica, concentratia proteinei, temperatura si viteza de incalzire. Gelificarea proteinelor
musculare implica denaturarea partiald urmatd de agregarea ireversibila a capetelor miozinei
prin formarea legaturilor disulfitice si tranzitia capului moleculei de miozina de la forma a-helix la
cea de spirala rasucita la intAmplare care conduce la formarea unei retele cu structura
tridimensionala (Samejima si colab., 1981; Smith si colab., 1988; Sharp si colab., 1992; Stone si
colab., 1992). In timpul gelificarii, miozina si alte proteine solubile in sare sufera modificari
complexe ale caracteristicilor reologice in functie de temperatura si pH la care sunt expuse
(Egelandsdal si colab., 1986; Xiong, 1993).

Gelificarea miozinei indusa termic conduce la formarea unei retele cu structura
tridimensionala, care retine apa intr-o stare mai putin mobila (Yasui si colab., 1979). Prin
formarea retelei de gel este imbunatatita retentia apei si a grasimii; randamentul, textura si
coeziunea produsului finit fiind conditionate de capacitatea de gelificare a proteinelor
miofibrilare (Smith si colab., 1988).

3.2. Proteine de origine animala si vegetala

in tabelul 3.3 este prezentatd compozitia chimica globala a unor derivate proteice de origina
vegetala si animala, altele decéat proteinele miofibrilare, iar in tabelul 3.4 sunt inscrise
proprietatile functionale ale derivatelor proteice analizate.
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Tabelul 3.3. Compozitia chimica globala a unor proteinele de origine vegetala si animala

Concentrat/lzolat proteic Substanta Proteina, % Lipide, % Cenusa, %
uscata, %
Cazeinat de sodiu 90,10 81,30 1,15 52
Gelatina 92,50 90,6 - 1,8
Izolat proteic de soia 91,47 83,7 1,83 4,79
Faina de soia 91,35 65,40 1,52 2,815
Izolat proteic de lupin 91,25 87,37 0,43 2,45

Tabelul 3.4. Proprietatile functionale ale derivatelor proteice analizate

Concentrat/ Capacitate de Capacitate Stabilitatea Capacitate de
Izolat proteic hidratare, mi de spumare, spumei, emulsionare,
H,O/g % % ml ulei/g proteina

Cazeinat de sodiu 21,92 220 70,78 175,24
Gelatina 8,13 150 60,00 103,00
Izolat proteic de soia 5,63 1,85 64,91 101,82
Faina de soia 2,00 95,00 84,61 61,83
Izolat proteic de lupin 18,243 53,85 71,43 181,66

Datele analitice obtinute de noi sunt similare celor raportate in fisele tehnice ale
derivatelor proteice respective.

3.3. CONCLUZII PARTIALE

Continutul de proteine al derivatelor proteice a fost conditionat de provenienta muschiului si
de tehnica de extractie aplicata. Muschii de piept de pasare si vita au condus la obfinerea unor
derivate proteice cu continuturi de proteine mai mari de 90% s.u.

Solubilizarea proteinelor musculare, in mediu puternic alcalin, urmata de precipitarea
acestora din solutie la pH-ul punctului izoelectric (pl) asigura si recuperarea proteinelor
sarcoplasmatice care precipita la pH 5,5.

Tehnologia clasica de obtinere a produsului surimi de spalare repetata cu apa racita si
centrifugare/presare a carnurilor de peste fin maruntite nu este adecvata in cazul carnii de porc,
ea nu asigura separarea corespunzatoare a grasimii si pigmentilor si conduce la un concentrat
proteic cu continut redus de proteine structurale si proprietati functionale inferioare.

Proprietatile functionale ale derivatelor proteice au fost dependente de sursa de proteine,
tehnica de separare si de forma de prezentare: concentrate umede sau liofilizate. Tehnica de
conservare prin liofilizare in lipsa crioprotectorilor a influentat negativ functionalitatea
concentratelor.

Solubilitatea proteinelor musculare, componente ale derivatelor proteice, este o proprietate
critica, ea controleaza celelalte caracteristici functionale ale proteinelor (capacitatea de
emulsionare, de spumare si de formare a gelurilor).

Profilul de solubilitate al concentratelor/izolatelor de proteine musculare a variat in functie de
natura produsului si de pH-ul solutiei proteice. Toate derivatele proteice au prezentat un minim
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de solubilitate la pH 5,5 si doua domenii de solubilitate maxima la pH puternic alcalin (11,0) si
puternic acid (3,0).

Concentratele/izolatele proteice obtinute prin solubilizare alcalina sau acida si precipitare la
pl sunt caracterizate printr-o solubilitate mai buna in domeniu izoelectric 5,5-6,5, valori de pH
frecvent intalnite in diferite formulari de salamuri sau in produsele restructurate, unde ar putea fi
utilizate ca ingrediente functionale.

Proprietatile de suprafata ale derivatelor proteice (spumare si emulsionare) au depins de
sursa de provenienta a carnii, de tehnica de extractie si tratamentul la care a fost supusa
carnea inainte de extractje.

Capacitatea de spumare si stabilitatea spumei pentru toate derivatele proteice au fost
minime la pH 5,5. Cresterea/scaderea valorii de pH fata de pl imbunatateste proprietatile de
suprafatd ale proteinelor structurale, cresterea de volum a spumei fiind mai mare la pH 10,
decat la pH 3,0.

Solubilitatea proteinelor si capacitatea de spumare se coreleaza pozitiv, coeficientii de
corelatie au depins mai mult de sursa de proteine musculare, decat de tehnica de extractie.
Solubilizarea alcalina a condus la derivate proteice cu proprietati de spumare usor imbunatatite
fata de solubilizarea acida, ca si extractia in solutii de tarie ionica mai mare.

Capacitatea de emulsionare a concentratelor de proteine musculare a fost dependenta de
valoarea de pH a solutiei proteice. Capacitatea de emulsionare minima a fost inregistrata in
regiunea izoelectrica in domeniul de pH 5,5 - 6,0 caracterizata prin cea mai mica solubilitate a
proteinelor. Pentru unele aplicatji alimentare proprietatile de emulsionare pot fi imbunatatite prin
modificarea valorii pH-ului mediului de dispersie al derivatelor proteice.

Capacitatea de absorbtie a proteinelor la inferfata apa-ulei, stabilizarea filmelor proteice
formate in jurul picaturilor de ulei si reducerea tensiunii interfaciale a fost conditionata puternic
de sursa de proteine, metoda de extractie si de compozitia concentratelor proteice (numai
proteine miofibrilare sau proteine miofibrilare + proteine sarcoplasmatice).

Variatia modulului elastic (G’) si a unghiului de faza (d) in timpul tratamentului termic al
suspensiilor proteice reflecta modificari profunde la nivelul sistemului proteic (denaturare,
disociere si reasociere) in functie de temperatura.

Toate tipurile de concentrate/izolate de proteine musculare s-au comportat din punct de
vedere reologic ca sisteme vascoelastice cu componenta elastica mare, dar variabila in functie
de temperatura, sursa de proteine, metoda de extractie si de procesul de uscare prin liofilizare.

Valorile modulului elastic au fost direct proportionale cu concentratia proteinei din suspensia
proteica (concentrat proteic liofilizat de macrou). Coeficientii de corelatie dintre concentratia
proteinei si modulul elastic in timpul incalzirii (30-71,9°C) au inregistrat valori peste 0,930, valori
usor mai crescute la concentratii proteice mai mici.

Concentratele/izolatele proteice analizate poseda capacitati functionale adecvate pentru
utilizare in diverse sisteme pe baza de carne aducand produselor un plus de valoare nutritiva
prin componenta lor proteica, dar se justifica obfinerea lor din punct de vedere economic in
cazul speciilor de pesti neutilizabile, carnurilor de calitate inferioara si al unor organe.

Concentratele/izolatele proteice studiate prin proprietatile lor functionale, solubilitate si
caracteristici de gelificare, pot reprezenta materii prime adecvate pentru generarea de filme si
invelisuri proteice biodegradabile.
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Capitolul 4. imbunétatirea valorii nutritive a painii obtinuta din fiina de grau

4.1. Prepararea painii

in tabelul 4.1 am prezentat compozitia chimic& a materiilor prime: faina de grau, concentrat
proteic miofibrilar liofilizat de Crap (CPMCL) si concentrat proteic miofibrilar obfinut prin
extractie in solutie salina de KCl si EDTA — muschi de Crap (CPMC1).

Tabelul 4.1. Compozitia chimica aproximativa a materiilor prime
(CPMCL1 - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin extractie in solutie salina de KCI gi
EDTA — muschi de Crap; CPMCL - concentrat proteic miofibrilar liofilizat de Crap)

Umiditate Proteina Lipide Cenusa
% % % %
Faina de grau 13,80 10,00 0,90 0,48
CPMC1 83,45 15,12 0,10 0,30
CPMCL 7,10 89,7 0.50 1.70

Retetele detaliate fost rezumate in tabelul 4.2. Cantitatea de apa a fost stabilitad in functie
de aluatul din proba martor | (martor C), la Konsystograf Typ SZ-5 din Sadkiewicz Instruments.

Continutul de aminoacizi esentiali (mg / g) la faina si FPC (tabelul 4.3.) a fost calculat
conform [ww.nutritionvalue.org]. Continutul de aminoacizi esentiali a fost calculat pentru fiecare
aminoacid esential prin urmatoarea formula: [miligrame de aminoacizi din proteinele din proba
19 / miligrame de aminoacizi a proteinei de referinta 1g] x 100. Modelul de referinta utilizat a
fost cel stabilit de FAO (Seligson si Mackey, 1984)

Tabelul 4.2.. Retetele de paine contin - concentrat proteic miofibrilar obtinut prin extractie in solutie salina
de KClI si EDTA — muschi de Crap — CMPC1 si concentrat proteic miofibrilar liofilizat de Crap - CMPCL,;

Proba Faina, CPMC1, CPMCL, Ulei (O), Apa, Drojdie, Sare,
9 g 9 g ml g g
I 200 - - - 120 6 3
Il 200 140 - 10 61 6 3
11 200 140 - - 61 6 3
Y, 200 - 20 - 146 6 3

Tabelul 4.3. Continutul de aminoacizi esentiali (mg aminoacizi./ g. proteina) la faina si
concentrate proteice de peste (crap).

Proba Val Iso Leu Lys Met + Thr Trp Phe +
Cis Tyr
Faina 49 43 84 18 44 31 12 92
Concentrat proteic | o, o 46 81 92 41 44 11 83

de peste

4.2. Compozitia chimica a probelor de paine
Asa cum se arata in Tabelul 4.4. probele de paine cu proteine de peste sunt caracterizate
prin continutul ridicat de proteine, lipide si cenusa. Nivelul de proteine (% su) este imbunatatit
de la 9,73 la C la 19,26 la painea cu concentrat proteic si la 19,37, in probele de péine cu
concentrat proteic liofilizat.
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Il. PARTEA EXPERIMENTALA

Capitolul 4. Tmbunététirea valorii nutritive

a painii obtinuta din faina de grau

Tabelul 4.4. Compozitia chimica a probelor de péine

Proba Umiditate Proteine Lipide Cenusa
(%) % % s.u. %s.u. % % s.u.
[ 42,98 5,55 9,73 0,25 0,43 0,50 0,87
Il 48,58 9,90 19,26 3,83 7,46 0,53 1,03
1 49,29 9,66 19,09 0,35 0,69 0,60 1,17
v 46,03 10,45 19,37 0,34 0,63 0,78 1,45

Valoarea nutritiva a probelor de paine suplimentate cu concentrat proteic miofibrilar umed
de crap (CPMC1) si concentrat proteic miofibrilar liofilizat de crap (CPMCL) a fost imbunatatita
datorita unui continut de aminoacizi esentiali mai echlibrat, in special in lizina.

imbunété’girea valorii nutritive prin suplimentarea painii cu diferite surse de proteine a fost
raportata anterior in literature in diverse lucrari precum Campos si El-Dash (1978), El-Dash si
colab., (1980), Schoenlechner si colab., (2013), Suhrendo si colab., (1993).

4.3. Continutul de aminoacizi esentiali
Concentratul proteic de peste si concentratul proteic de peste liofilizat au imboagtit n

aminoacizi esntiali probele de paine dupa cum se observa din urmatoarele tabele 4.5 si 4.6.

Tabelul 4.5.. Continutul de aminoacizi esentiali (mg. aa/ gr.proteind) ale probelor de péine si FAO

Proba Val Iso Leu Lys Met + Thr Trp Phe +
Cis Tyr

| 43,00 | 38,00 | 69,00 ( 24,00 39,00 28,00 ) 11,50 77,00
I 47,00 | 42,00 | 74,00 | [54,5 40,00 /35,00\ 11,00 75,00
1T 46,50 | 41,20 | 74,00 [ 52,80\ 40,00 [ 34,80 \ 10,70 75,00
WV, 47,00 | 41,60 | 74,90 \ 56,10 40,00 3560 J| 12,50 75,00
FAO 50,00 | 40,00 | 70,00 \55,00[ 35,00 \40,00( 10,00 60,00

In tabelul 4,5 este arétat continutul de aminoacizi esentiali (mg. aa/ gr.proteina) ale probelor
de péine si in tabelul 4.6 este prezentat continutul de aminoacizi din probele de paine raportat
la continutul de aminoacizi din proteina etalon FAQO.

in proba martor (I) lizina si treonina sunt aminoacizii deficitari. Adaosul de CPMC1 si

CPMCL au imbunatatit continutul de lizind si treonina, dar treonina este inca un aminoacid
deficitar (doar in jur de 10%) (tabelul 4.5)
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Tabelul 4.6.. Continutul de aminoacizi din probele de paine raportat la continutul de aminoacizi din
proteina etalon FAO

Proba Val Iso Leu Lys Met + Thr Trp Phe +
Cis Tyr
N\ T —
I 86,0 95,0 98,5 44,0 111,0 70,0 115,0 128,0
I
Il 94,0 105,0 106,0 /99,0 114,0 88,0 110,0 125,0
11 93,0 103,0 106,0 96,0 114,0 87,0 107,0 125,0
Y, 94,0 104,0 107,0 102,0 114,0 89,0 125,0 125,0
p— g

4.4. Efectul proteinei de peste asupra calitatii painii
Controlul probelor de paine sunt prezentate in figura.4.7. si figura. 4.8. si s-a observat o
diminuare a volumului painii in ordinea: C (1), CPMCL (1V), CPMC1 (lll), CPMC1+ O (I).

Figura 4.1. Caracteristicile externe ale probelor de paine faina de grau
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Proba Volumul Porozitate Elasticitate
specific % %
g/cm3

| 3,9 76 97
Il 25 75 98
i 3,1 74 97
v 3,2 75 97

Volumul specific a scazut in ordinea: C (I), CPMCL (1V), CPMCL1 (lll) si CMPC1 + O (ll);
Porozitatea a scazut in ordinea: C (I), CMPCL (IV), CMPC1 + O (ll) si CMPCA1 (ll1);
Elasticitatea a scazut in ordinea: CMPC1 + O (lI), C (I), CMPC1 (lll) si CMPCL (1V).
Evaluarea senzoriala a probelor de péaine sunt prezentate in tabelul 4.8.

Tabelul 4.8.. Evaluarea senzoriala a probelor de péaine

Proba Volum | Culoarea | Textura | Porozitate | Aroma | Gust Total
paine crustei puncte
I 4 3 5 6 3 4 25
Il 2 4 6 5 4 5 26
I 3 3 5 4 4 5 24
v 3 4 5 5 2 3 22

La evaluarea senzoriala, probele de paine s-au situat in urmatoarea ordine: CMPC1 + O
(1, C (1), CMPC1 (lll), CMPCL (IV).
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4.5. CONCLUZII PARTIALE
Adaugarea de concentrat proteic de peste si concentrat proteic liofilizat de peste in aluat
au imbunatatit valoarea nutritiva a painii.

Continutul de lizina, aminoacid esential deficitar in paine,a fost adus la nivelul proteinei
etalon FAO in probele de paine cu concentrate proteic umed sau liofilizat de peste.

Concomitant s-a imbunatatit si continutul de treonina dar nu in totalitate (avem un deficit de
10%)

Aceste produse au volumul specific, textura si porozitatea bune si o structurd a miezului
care au fost acceptate bine de catre consumatori.

Cea mai importanta concluzie este ca deficitul mic din evaluarea senzoriala este
compensate de echilibrarea spectaculoasa a painii in aminoacizi esentiali.

Aceasta utilizare are cerere de brevet din august 2016.

91



CERCEL FLORICEL Il. PARTEA EXPERIMENTALA
Cercetari privind obtinerea, caracterizarea si utilizarea Capitolul 5. Filme comestibile
proteinelor miofibrilare in industria alimentara

Capitolul 5. Filme comestibile

5.1. Compozitia solutiei formatoare de film

In cadrul experimentului nostru, filmele comestibile/biodegradabile au fost realizate
folosind proteine miofibrilare de Novac, specie de peste putin apreciatd in consum datorita
prezentei a numeroase oase mici, in deosebi la exemplarele de dimensiuni reduse.
Proteinele miofibrilare de Novac au fost obtinute prin procedeul conventional de spalare
repetata a carnii tocate cu apa rece, urmata de centrifugare si rafinare pentru indepartarea
apei, substantelor solubile in apa,proteinelor sarcoplasmmatice, lipidelor, resturilor de piele si
a eventualelor oase (procedeul surimi).

Tabelul 5.1 Compozitiile solutiilor formatoare de filme

Filme pH Proteine, Glicerina, Gelatina, | Ciclodextrina,
solutie g% % proteine g% g%
a 2,7 1,0 50 - -
b 2,7 15 50 - -
c 2,7 2,0 50 - -
d 2,7 2,5 50 - -
e 2,7 2,0 30 - -
f 2,7 2,0 70 - -
g 2,7 1,0 30 2,0 -
h 2,7 15 40 - 1,0
i 10,8 2,0 30 - -
i 10,8 2,0 50 - -
k 10,8 2,0 70 - -
I 10,8 1,0 30 2,0 -
m 10,8 15 40 - 1,0
n 10,8 1,0 50 - -
0 10,8 15 50 - -
p 10,8 2,5 50 - -

Au fost realizate mai multe tipuri de filme prin folosirea unor procente diferite de proteine
miofibrilare de peste, niveluri diferite de glicerind in mediu puternic acid sau alcalin. De
asemenea, am fost obtinute si filme compozite la care alaturi de constituentii de baza,
proteine, glicerind, apa a fost adaugata gelatina sau ciclodextrine. Compozitile solutiilor
formatoare de filme (SFF) sunt indicate Tn tabelul 5.1. Tipurile de filme au fost desemnate cu
litere.

5.2. Compozitia aproximativa a proteinelor miofibrilare de Novac

Compozitia chimicd aproximativa a proteinelor miofibrilare de peste este aratatd in
tabelul 5.2. |zolatul proteic umed a avut un continut de apa de , proteinele in procent de
(greutate umeda) au fost constituentul solid dominant, cenusa si lipidele avand continuturi
relativ mici. Conform lui Sikorski (1981), izolatul proteic obtinut prin procedeul conventional
contine ca proteina principald miozina, care reprezinta 50-60% din proteinele miofibrilare.
Alaturi de miozina se gasesc cantitati insemnate de actind asociata cu miozina sub forma de
actomiozina, cu rol important in procesul de contractie-relaxare (Trinicx, 1991) si in procesul
de rigiditate musculara. Miozina si actomiozina, datoritd naturii lor filamentoase, pot forma
retele proteice puternice de film.
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Tabelul 5.2 Compozitia aproximativa a proteinelor miofibrilare de Novac

Constituent Cantitate
Greutate umeda, Substanta uscata,
g% g/100 g s.u.
Continut de apa 83,82829
Proteine totale 14,68942 90,83406
Lipide 0,1951 1,206428
Cenusa 0,1698 1,049982

5.3. Efectul compozitiei si pH-ului solutiei formatoare de film asupra

proprietatilor fizice ale filmelor bazate pe proteine miofibrilare de Novac

Procesele de solubilizare acida (pH 2,7) si alcalina (pH 10,8) ale proteinelor miofibrilare
de peste au fost necesare pentru prepararea filmelor proteice, ele avand impact asupra
proprietatilor filmelor respective. In timpul uscérii, proteinele miofibrilare solubilizate
interactioneaza intre ele pe calea diferitelor legaturi, care includ legaturi de hidrogen,
interactiuni hidrofobe si ionice, precum legaturile covalente disulfitice.

5.3.1. Aspectul filmelor

Toate filmele obtinute de noi au fost transparente, flexibile si uniforme. Filmele au
prezentat suprafete netede, fara pori sau fisuri vizibile cu ochiul liber. In cazul utilizarii
gelatinei si a ciclodextrinei la formularile de filme, aceste au prezentat o culoare usor mai
galbuie in comparatie cu filmele numai pe baza de proteine de peste.

Aspectul celor doua parti ale filmului a fost usor diferit pentru toate filmele realizate.
Partea inferioara a filmului care a venit in contact cu placa de turnare a fost mai stralucitoare,
in timp ce partea superioara a fost lipsita de stralucire, posibil datorita unei separari a fazelor
ce are loc in solutie in timpul procesului de uscare. Toate tipurile de filme, obtinute de noi, au
fost desprinse manual cu usurintd de placile de turnare, exceptie facand filmele cu un adaos
mai mare de glicerina (70 g la 100 g proteine), acestea fiind ceva mai lipicioase. In figura
sunt prezentate fotografiile unor probe de film realizate din solutii de compozitii diferite cu pH
acid si alcalin.
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Figura.5.1. Filme realizate din solutii de compozitji diferite cu pH acid si alcalin

5.3.2. Grosimea filmelor

Grosimea filmului a fost masuratd prin utilizarea micrometrului in 10 zone alese la
intdmplare. Precizia de masurare a grosimii filmului a fost de £ 5%. Pentru fiecare tip de film
au fost efectuate cate 8 filme, carora li s-a masurat grosimea dupa uscare si conditionare.
Grosimile medii si erorile standard ale filmelor realizate in cadrul lucrarii sunt indicate in
tabelul 5.3. Tn cazul solutiilor formatoare de film cu pH 2,7, in figurile 5.2-5.5 sunt prezentate
variatile grosimilor medii in functie de tipul filmului, de regiunea de masurare, de
concentratia in proteinad a solutiei formatoare de film, de nivelul de glicerind adaugat si de
adaosul de gelatina sau ciclodextrina. Dupa cum se poate vedea, filmele au prezentat o
oarecare neuniformitate a grosimii, in functie de zonele unde s-au efectuat masuratorile,
diferentele de grosime nefiind statistic semnificative (p<0,05) (figura 5,2). Grosimea medie a
filmelor a crescut de la 0,030 + 0,001 mm la 0,067 + 0,002 mm odata cu crestere nivelului de
proteina miofibrilard de peste de la 1% la 2,5%, Tn prezenta a 50% glicerina, raportata la 100
g proteine (figura5.3). Grosimea medie a filmelor s-a corelat puternic pozitiv cu nivelurile de
proteine miofibrilare de peste din solutile formatoare de film, coeficientul de corelatie
Pearson fiind de 0,94.

Tabelul 5.3 Grosimea filmelor bazate pe proteine miofibrilare de Novac

Filme Grosime film, Filme Grosime film,
mm mm

a 0,030+0,001 i 0,066+0,03
b 0,052+0,001 i 0,098+0,09
c 0,066+0,002 k 0,100+0,04
d 0,067+0,002 I 0,0610+0,03
e 0,066+0,002 m 0,088+0,04
f 0,075+0,002 n 0,041+0,04
g 0,055+0,001 o} 0,082+0,04
h 0,061+0,003 p 0,105+0,05
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Figura 5.2. Variatia grosimii filmului pe baza de proteine de Novac
in functie de locatia de masurare (pH 2,7).
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Figura 5.3. Influenta concentratiei de proteine asupra grosimii filmului (pH 2,7)

In cazul folosirii nivelurilor diferite de glicerol, grosimea medie a celor 8 filme in functie de
zonele de masurare a variat in limitele 0,061-0,078 mm (figura 5.4). Grosimea medie cea mai
mare a fost gasita la filmele preparate cu un adaos de 70 g glicerina/100 g proteine
(0,075+0,002) mm. La un nivel de 2% proteind nu au existat diferente in grosime in functie de
nivelul de glicerol, atunci cand acesta s-a situat in limitele 30-50% in raport cu proteina (figura
5.5).
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Figura 5.4. Grosimea filmelor in functie de adaosul de glicerina
si de zona de masurare (pH 2,7)
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Figura 5.5. Variatia grosimii filmului in functie de nivelul de glicerina (pH 2,7)

In cazul solutiilor formatoare de film cu pH 10,8 au fost obtinute filme cu grosimi relativ mai
mari in comparatie cu filmele rezultate din solutii peliculogene de aceeasi compozitie dar cu pH
2,7 (tabelul 5.3). Diferentele de grosime le punem pe seama cresterii capacitatilor de retinere a
apei si de umflare ale proteinelor miofibrilare solubilizate in mediul puternic alcalin. Grosimile
medii au variat cu zona de masurare (figura 5.6 si 5.8), procentul de proteine (figura 5.7) si cu
nivelul de glicerina (figura 5.9). Grosimea medie a filmelor de pH 10,8 s-au corelat puternic
pozitiv cu concentratia proteinelor miofibrilare din SFF, coeficientul liniar de corelatie fiind de
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0,937. O corelatie usor mai redusa a fost constatata intre grosimea medie a filmelor si nivelul de
glicerina (r = 0,891).
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Figura 5.6. Variatia grosimii filmului pe baza de proteine din novac
in functie de locatia de méasurare si de concentratia de proteine (pH 10.8)
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Figura 5.7. Influenta concentratiei de proteine asupra grosimii filmului (pH 10.8)
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Figura 5.8. Grosimea filmelor in functie de adaosul de glicerina
si de zona de masurare (pH 10.8)
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Figura 5.9. Variatia grosimii filmului Tn functie de nivelul de glicerina (pH 10.8)

In cazul filmelor compozite, valorile medii ale grosimilor filmelor au fost conditionate de zona
de masurare, compozitia solutiilor formatoare de film si de pH-ul mediului. Filmele cu adaos de
ciclodextrine au prezentat grosimi mai mari, indeosebi cele obtinute in mediul alcalin, in
comparatie cu filmele cu gelatina (figura 5.10).
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Figura 5.10. Grosimea filmelor pe baza de gelatina si cic odextrina
in functie de punctul de masurare (pH 2,7 si 10,8)

Rezultate noastre privind grosimea filmelor cu 1% proteina au fost similare cu celor
raportate de Tongnuanchan si colab., (2011) pentru filme bazate pe izolat proteic din muschii
rosii de Tilapia, care au gasit grosimi variind intre 0,034-0,036 mm. Potrivit lui Garcia si colab.,
(2005) si lui Sobral si colab., (2005), concentratile mai mari de proteine si glicerina utilizate in
formulérile de filme, induc o crestere a solidului in matricea polimerica formatd dupa uscarea
solutiei peliculogene si prin urmare, creste grosimea filmelor. Da Rocha si colab., (2013) au
obtinut filme bazate pe izolat proteic de ansoa de Argentia (Engraulis anchoita) cu grosimi mult
mai mari ca ale noastre la nivelul cel mai ridicat de proteine (2,5%; 0,067 + 0,015 mm) de
0,113-0,176 mm la concentratii de proteine cuprinse intre 3-4%, pH solutii peliculogene 11,5.
Rostamzad s.a. (2015) au obtinut filme comestibile din proteine miofibrilare de crap argintiu
(Hypophthalmichthys molitrix) cu grosime medie similara cu cea constatata de noi (0,06 + 0,01
mm, fata de 0,066 + 0,002 mm la 2% continut proteic, 50 g glicerina/100 g proteine si pH 3,0,
respectiv 2,7). Sobral si colab., (2005) au obtinut filme din proteine musculare de Thai Tilapia
(2%) putin mai groase (0,078 + 0,004 mm), dar la un adaos de 65 g glicerina la 100 g proteine).
Nuthong si colab., (2009) au obtinut filme pe baza de proteine din plasma porcina (2% protein,
50 g glicerina/100 g proteine) cu grosimea mai mica (0,046 + 0,005 mm) decat am obtinut noi la
acelasi contiinut proteic si de plastifiant (0,066 + 0,002 mm). Ca si noi, Nothong si colab., (2009)
considera ca grosimea filmului a fost determinata atat de continutul de glicerina, cat si de cel de
proteine.

5.4. Continutul de apa, solubilitatea in apa si permeabilitatea la vaporii de apa

ale filmelor

5.4.1. Continutul de apa si solubilitatea in apa

Continuturile de apa si solubilittile in apa ale filmelor bazate pe proteine miofibrilare de
peste (PMP) indicate Tn tabelul 5.4. au variat in functie de tipul filmului, in limitele 19,94+0,09 si
30,80+0,09% si respectiv 12,65+0,08 si 24,58+0,06%. Cel mai mic continut de apa a fost gasit
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la filmul cu adaos de 1% ciclodextrina (filmul h), iar cel mai mare la filmul cu 2,5% proteine
miofibrilare de peste (filmul n). Solubilitatea in apa cea mai mica a fost constatatd in cazul
filmului d, iar solubilitatea cea mai mare a corespuns filmului cu 2% proteine, pH 2,7 si 30%
glicerina/100 g proteine (filmul e). Continutul de apa si solubilitatea filmelor au depins de
compozitiile solutiilor formatoare de filme (SFF) si de pH-ul acestora (figurile 5.11-5.14). Atat in
cazul solutiilor cu pH 2,7, cat si al celor cu pH 10,8 apa retinuta de filme si solubilitatea in apa
ale filmelor au fost dependente de continutul de proteine miofibrilare de peste (figurile 5.11.si
5.12.).

Corelatiile dintre acesti parametri si nivelurile de proteine au fost diferite in functie de pH,
coeficientii de corelatie liniara Pearson inregistrand valori mai bune in cazul filmelor cu pH 10,8.
In cazul solutiilor de pH 2,7 continutul de ap& s-a corelat slab pozitiv cu nivelul de proteine (r =
0,199) si negativ cu solubilitatea (r = -0,465). Noi am constatat o corelatie puternic negativa
intre solubilitate in apa si continutul de umiditate ale filmelor (r = -0,959). Prin cresterea
continutului de proteine se formeaza retele polimerice mai dense si mai rezistente la apa. Este
posibil ca la pH puternic acid proteinele miofibrilare de peste sa sufere unele modificari
structurale care sa influenteze parametri fizici ai filmelor.

Tabelul 5.4. Continutul de apa, solubilitatea si permeabilitatea la vaporii de apa ale filmelor

Tipul Continut de apa, g% Solubilitate, g% Permeabilitate X
filmului 10 m™* s*Pa™
a 29,31+0,08 19,35+0,03 0,41+0,007
b 26,11+0,08 18,23+0,1 0,71+0,050
c 25,81+0,07 16,55+0,05 0,81+0,003
d 30,63+0,09 12,65+0,08 0,89+0,020
e 27,72+0,05 17,21+0,06 0,72+0,003
f 28,76+0,06 17,88+0,06 0,96+0,003
g 29,09+0,1 21,32+0,03 0,43+0,013
h 19,94+0,09 22,51+0,05 0,46+0,003
i 27,49+0,08 17,89+0,05 4,60+0,010
i 28,37+0,03 17,58+0,05 1,04+0,003
k 28,79+0,05 18,75+0,06 1,26+0,003
I 23,26+0,04 24,58+0,06 0,86+0,013
m 22,71+0,07 23,49+0,03 0,96+0,003
n 30,8+0,09 21,6+0,08 0,65+0,006
o} 27,83+0,07 19,08+0,03 0,75+0,003
p 28,89+0,06 14,62+0,03 1,510,003
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Figura 5.11. Variatia continutului de apa si a solubilitatii in functie de
continutul de proteine al solutiei formatoare de film cu pH 2,7

in cazul mediul alcalin (pH 10,8) continutul de apé al filmelor s-a corelat negativ cu nivelul
de proteine miofibrilare de peste (r= -0,518) si pozitiv cu solubilitatea in apa a filmelor (r =
0,519), existand o puternica corelatie negativa intre solubilitate si umiditatea filmelor (r=-0,993).

35 1 ® Umiditate

30 - m Solubilitate

1 15 2 2,5
Proteine, g%

Figura 5.12. Variatia continutului de apa si a solubilitatii in functie de
continutul de proteine al solutiei formatoare de film cu pH 10,8

Valorile obtinute pentru continutul de umiditate (CA) si solubilitatea in apa (SA), in functie de
nivelul de glicerina si de pH sunt prezentate grafic in figurile 5.13. si 5.14.. Pentru ambele valori
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de pH o crestere a continutului de glicerina de la 30 la 70% (g/100 g proteine) a determinat o
crestere semnificativa a continutului de umiditate si a cantitatii de substanta uscata solubilizata,
indeosebi la adaosuri de glicerina >50%. Cresterea observata poate fi atribuitd naturii
higroscopice a glicerinei care atrage si retine moleculele de apa. Toate filmele studiate si-au
mentinut integritatea dupa 24 de ore de imersie in apa. Insolubilitatea partialéd a acestor filme
poate fi atribuita legaturilor puternice intre moleculele proteice in matricea de filme (legaturi
disulfurice formate la tratamentul termic aplicat solutiei formatoare de film), doar moleculele cu
masa moleculard mica, peptide, monomeri si substante nonproteice fiind solubile in apa
(Yoshida si Antunes, 2004).

in mediu puternic acid (pH 2,7) adaosul de glicerina s-a corelat puternic pozitiv cu continutul
de umiditate al filmelor (r= 0,979) si cu solubilitatea filmelor in apa (r = 0,709), in comparatie cu
mediul puternic alcalin unde au fost inregistrate corelatii mai slabe (r = 0,347 si respectiv 0,504)
intre nivelul de glicerina, continutul de umiditate si solubilitatea in apa.

35 -
m Umiditate
30 -
m Solubilitate
25 -

20 +

15 A

g, %

10 -

50

Glicerina, g%

Figura 5.13.. Variatia continutului de apa si a solubilitatii in functie de
nivelul de glicerina (pH 2,7)
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Figura 5.14. Variatia continutului de apa si a solubilitatii in functie de
nivelul de glicerina (pH 10,8)

in literatura de specialitate existd putine date privind continutul de apa al filmelor
comestibile/biodegradabile bazate pe proteine, ele se refera indeosebi la filmele constituite din
proteine vegetale. Astfel, Kowalczyk si Baraniak (2011) au raportat continuturi de apa de 18%
pentru filmele bazate pe proteine de mazare; Zahedi si colab., (2011) de 34,0-37,0% pentru
filmele obtinute din globuline pistachio si Montalvo-Paquini si colab., (2013) de 29,65-30,45%
pentru filmele din proteine de faba bean. Continuturile de apa ale filmelor realizate de noi pe
baza de proteine miofibrilare de peste au fost similare sau mai mici decéat cele raportate de alli
cercetatori.

Solubilitate in apa (SA) este considerata ca fiind un indicator al rezistentei filmelor
comestibile/biodegradabile la apa, care este un factor important pentru preambalarea
produselor alimentare din cauza activitatii apei mari si posibilitatii de contaminare a acestora in
prezenta de apa (Bourtoom si Chinnan, 2005). in general, o solubilitate mai mare indica o
rezistentd mai scazuta la apa. Solubilitatea in apa a filmelor, realizate de noi, a fost similara
raportarilor altor cercetatori sau mai mica. Astfel, Wengo si colab., (2007) au raportat pentru
filmele pe baza de surimi de pollack de Alaska o solubilitate in apa de 21%; Rostamzad si
colab., (2015) de 19,1% pentru filmele realizate din proteine miofibrilare de crap argintiu
(Hypophthalmichthys molitrix); Tao si colab., (2015) pentru filmele constituite din surimi de crap
argintiu au constatat o valoare a solubilitatii de 31,42+0,89%. Valori mai mari ale solubilitatii
filmelor in apa (> 40%) au fost gasite de Artharn si colab., (2007) pentru filmele din proteine
musculare de round scad (Decapterus maruadsi), posibil datorita indepartarii
necorespunzatoare a proteinelor sarcoplasmatice, proteinele miofibrilare solubile in solutii
saline fiind Tn cantitate mai mica au incastrat in reteaua proteicd formata mai slab apa si
glicerolul. Noi consideram ca si Orliac si colab., (2002) si Artharn si colab., (2007) ca proteinele
din film legate cross au fost insolubile, pe cand cea mai mare parte din glicerol a fost eliberata
in apa. Filmele bazate pe proteine miofibrilare din peste au fost stabilizate prin diferite legaturi,
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care includ in principal legaturi covalente disulfitice intermoleculare care determina o solubilitate
mai scazuta (Chinabhark si colab., 2007).

Solubilitatea in apa mai scazuta in cazul filmelor realizate ih mediu puternic acid poate fi
justificatd prin faptul ca la pH<3,0 degradarea proteinelor este mai accentuata si reactiile
Maillard sunt favorizate, ceea ce ar conduce la formarea unor legaturi cross puternice,
stabilizate de legaturi covalente. Referitor la influenta nivelului de glicerol adaugat in solutiile
formatoare de film (SFF) noi am constatat ca indiferent de pH-ul mediului cresterea nivelului de
glicerol creste solubilitatea in apa a filmelor. Rezultatele noastre sunt in concordanta cu cele
raportate de Cuq si colab., (1997) care au studiat efectul concentratiei de plasticizant asupra
proprietatilor filmelor din proteine miofibrilare de peste. Ei au constatat o relatie liniara intre
continutul de substantd uscata solubild in apa si nivelul de plasticizant hidrofil. Rezultate
similare au fost obtinute de alti cercetatori pentru filmele bogate in glutenina (HernandezMunoz,
si colab., 2004; Artharn si colab., 2007; Cao si colab., 2008; Limpan si colab., 2010). Nemet si
colab., (2010) au raportat valori pentru solubilitatea filmelor, bazate pe proteine miofibrilare din
muschii pieptului de pui (2% proteine), mult mai mici decat cele obtinute de noi si de alli
cercetatori care au variat in limitele 3,41-9,99% pentru un nivel de glicerina cuprins intre 35-
65% (pH 3) si 5,79-12,89% pentru acelasi adaos de glicerina, dar la pH 11. Da Rocha s.a.
(2013) au obtinut filme din proteine de ansoa (Eugraulis anchois) de Argentina cu solubilitati in
apa variind de la 27,3% la 50,1% in cazul filmelor cu 3% izolat proteic de ansoa (IPA), 30 g
glicerind/100 g proteine, tratate termic la 74°C si 4% IPA, 40 g glicerind/100 g proteine, tratate
termic la 90°C. Rezultate similare au fost gasite pentru filmele bazate pe izolat proteic
musculare de Tilapia de Tengnuanachan si colab., (2011), care au obtinut solubilitati care au
variat de la 21,4% la 56,0%. De remarcat este faptul ca izolatul proteic de peste folosit a fost
obtinut prin procedeul alcalin (pH 11,0), care presupune recuperarea alaturi de proteinele
miofibrilare a unei cantitati de proteine sarcoplasmtice solubile in apa.

In concluzie, putem aprecia ca proteinele miofibrilare de Novac, obtinute prin procedeu
surimi, au condus la formarea unor retele stabile si cd numai substantele cu masa moleculara
mica hidrofile au fost solubile in apa. La acelasi continut de glicerol, majoritatea filmelor
preparate la pH 2,7 a avut o valoare mai mica a solubilitatii in apa in comparatie cu cele
preparate la pH 10,8 (p <0,05). Acest rezultat sugereaza ca filmele obtinute prin solubilizarea
alcalina a proteinelor miofibrilare au avut un nivel mai scazut de reticulizare, legaturile proteina-
proteina fiind mai slabe, posibil asociate cu scurtarea lungimii lantului proteic, ceea ce a dus la
o solubilitate in apa mai mare.

5.4.2. Permeabilitatea la vapori de apa

Permeabilitate la vapori de apa (PVA) este o altd proprietate importanta si larg studiata a
filmelor flexibile biodegradabile/comestibile. Aceasta proprietate a filmelor de protectie se refera
la capacitatea lor de a pastra, dupa caz, un produs uscat (chips-uri, covrigi, bomboane) sau
umed (branza, briose, guma de mestecat). Fara ambalaje de protectie corespunzatoare
produsele pot pierde sau castiga umezeala pana la realizarea echilibrului relativ cu umiditatea
mediului, cu modificarea consistentei si stabilitatii produselor.

Valorile permeabilitatii la vapori de apa pentru filmele bazate pe proteine musculare din
peste inscrise in tabelul 5.1. aratd dependenta acestor valori de diversi factori, precum,
compozitia solutiilor formatoare de film, concentratia proteinelor miofibrilare de peste, nivelul de
glicerind adaugat si de pH-ul solutiei formatoare de film. Valorile medii ale permeabilitatii au
variat in limitele 0,41 si 1,51-10"°g m™ s Pa™. Permeabilitatea cea mai mica (0,41 gm™ s™
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Pa™) a fost gasita la filmul cu 1% proteine, 30 g glicerind/100 g proteine si pH 2,7 (filmul a), iar
permeabilitatea cea mai mare (1,51 g m™ s™* Pa™) la filmul cu concentratie de 2,5% proteine, cu
adaos de 50 g glicerina/100 g proteine si pH 10,8 (filmul p). Variatiile permeabilitatii filmelor
testate de noi in timp sunt reprezentate grafic in figurile 5.15 si 5.1 6. Valorile relativ ridicate ale
PVA indica faptul ca filmele bazate pe proteine musculare de peste (Novac) sunt bariere slabe
pentru vaporii de apa, datorita naturii hidrofila/hidrofoba a polimerului din matricea filmului. Asa
dupa cum se poate observa din figura 5.16., valorile permeabilitatii filmelor au variat cu
concentratia de proteina, cele mai mari valori ale PVA corespund nivelului de 2,5% proteine,
atat pentru mediul acid (pH 2,7), cat si bazic (pH 10,8). Aceasta constatare poate fi explicata
prin faptul ca proteinele miofibrilare de peste contin niveluri importante de aminoacizi cu
caracter polar, precum acidul aspartic, acidul glutamic, arginina si lizina (Shahidi, 1994;
Paschoalick si colab., 2003; Tongnuanchan si colab., 2011).
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Figura 5.15. Variatia permeabilitatii la vapori de apa a filmelor
in functie de timp si nivel de proteine (pH 2,8)
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Figura 5.16. Variatia permeabilitatii la vapori de apa a filmelor
in functie de timp si nivel de proteine (pH 10,8)
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Figura 5.17. Permeabilitatea la vapori de apa a filmelor in functie de nivelul
de proteine miofibrilare din solutiile formatoare de filme cu pH 2,7 si 10,8

De remarcat este faptul ca filmele obtinute in mediul puternic alcalin au proprietatile de
bariera la vaporii de apa mai slabe decét filmele realizate in mediul puternic acid.

De asemenea, proprietdtile de barierd la vaporii de apa ale filmelor testate au fost
influentate de nivelul plastifiantului incorporat. Agentul plastifiant utilizat de noi a fost glicerolul,
un poliol hidrofil. Actiunea glicerolului este atribuitd usurintei cu care se insera intre lanturile

polipeptidice datorita masei moleculare mici (92 g). Nivelurile cuprinse intre 30-70 g
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glicerind/100 g proteine a influentat in mai mica masura valorile PVA ale filmelor obtinute din
solutii cu pH 2,7, decat cele obtinute in mediul puternic alcalin (pH 10,8) (figura 5,17.).
Adaosurile de 30 sau 50 g glicerina/100 g proteine au determinat cresteri nesemnificative
pentru valorile PVA ale filmelor realizate in mediu puternic acid; cresterile fiind mai mari la un
adaos de 70 g glicerina/100g proteine pentru ambele valori de pH. Glicerina reduce
interactiunile proteina-proteina si formeaza legaturi de hidrogen cu gruparile amino libere ale
proteinelor, ceea ce conduce la structuri proteice mai putin dense. Cuq si colab., (1997) au
raportat ca prin cresterea nivelului de plastifiant se formeaza retele proteice mai putin dense ca
urmare a modificarii organizarii moleculare tridimendionale, reducerii fortelor de atractie dintre
moleculele de proteine, cresterii volumului liber gi mobilitatii lanturilor proteice, cu consecinte
asupra permeabilitatii la vapori de apa. De aceea, adaugarea glicerolului trebuie sa se faca la
nivel optim. Cuq si colab., (1997) au sugerat ca PVA si continutul de apa ale filmului cresc cu
cresterea nivelului de glicerol adaugat, datoritd numarului mai mare de grupari polare ale
glicerolului.

Filmele proteice fara plasticizant sunt adesea fragile si rigide, datoritd interactiunilor
extensive dintre moleculele de polimer (Krochta, 2002). Adaugarea plasticizantului afecteaza nu
numai flexibilitatea gi alte proprietati ale filmelor, dar si rezistenta filmului la permeabilitatea
vaporilor de apa si gazelor (Sothornvit si Krochta, 2000 si 2001).
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Figura 5.18. Permeabilitatea la vapori de apa a filmelor in functie de adaosul
de glicerina din solutiile formatoare de filme cu pH 2,7 si 10,8

Variatia Tn timp a transferului de vapori de apa prin filmele comopozite este prezentatd in
figura 5.19, de unde se poate observa rezistenta mai mare la vaporii de apa a filmelor cu adaos
de gelatina indiferent de pH-ul solutiei formatoare de film (filmele g si h) in comparatie cu filmele
cu adaos de ciclodextrina (filmele | si m). Valorile medii ale permeabilitatii filmelor pe baza de
proteine miofibrilare de peste si gelatina au fost de 0,43 (pH 2,7) si 0,46-10"° m's*Pa™ (pH
10.8) si aproape duble in cazul fimelor cu adaos de ciclodextrind (0,86-10™ si respectiv
0,96-10™"% m™s™Pa™).
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Figura 5.19. Permeabilitatea filmelor compozite in functie de timp si pH.

Cresteri ale permeabilitatii filmelor in functie de nivelul de glicerol au fost constatate si de
Nuthong s.a. (2009) pentru filmele bazate pe plasma porcina (3%), de McHugh, s.a. (1994) in
cazul filmelor realizate din izolat proteic de zer, Nemet s.a. (2010) pentru filmele obtinute din
proteine miofibrilare din piept de pasare, care au gasit valori ale permeabilitatii filmelor cu mult
mai reduse decat cele obtinute de noi (0,21-0,29-10° g m™s'Pa™; concentratie proteine
miofibrilare 2%, pH 3,0, glicerina 25-65 g/100 g proteine). Vanin s.a. (2005) nu au gasit
diferente privind valorile PVA la filmele bazate pe gelatind atunci cand nivelurile de glicerina
adaugate la solutiile peliculogene au variat intre 10-30 g/100 g proteine.

Valorile permeabilitatii la vapori de apa ale filmelor bazate pe proteine miofibrilare izolate din
muschii de bigeye snapper si blue marlin obtinute in mediul acid si alcalin au fost similare
(Chinnabhark si colab., 2007; Hamaguchi si colab., 2007), spre deosebire Shiku si colab.,
(2003) si de Lipman si colab., (2010) care au gasit valori ale PVA usor mai crescute la pH 11.
Noi am constatat ca si autorii mentionati anterior ca pH-ul SFF are un anumit impact asupra
valorilor permeabilitatii filmelor bazate pe proteine miofibrilare de peste, acest fapt sugerand ca
proteinele miofibrilare Tn mediul puternic alcalin sunt mai incércate electric, in comparatie cu
mediul puternic acid.

In conditiile noastre experimentale, grosimea filmelor a fost relevanta pentru PVA, in sensul
cresterii PVA pentru filmele cu grosime mai mare. Cresterea permeabilitati cu cresterea
grosimii a fost raportata si de Sobral (1999). Coeficientul liniar de corelatie Pearson intre
grosimea filmelor si permeabilitatea la vapori de apa constatat de noi a fost de 0,827 ceea ce
confirma precizarile lui Park si Chinnam (1995), potrivit carora filmele proteice hidrofile
manifesta relatii pozitive intre grosime si permeabilitate, datorita interactiunii apei cu matricea
polimerica care apare ca urmare a schimbarilor structurale cauzate de expansiunea matricei
hidrofile care determina tensiuni interne care influenteaza permeabilitatea. Solutile formatoare
de film ajustate la diferite valori de pH afecteaza semnificativ grosimea si continutul de apa ale
filmului si deci si permeabilitatea.
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Rezultatele, inscrise in tabelul 5.4., indica faptul ca PVA a filmelor proteice comestibile
obtinute de noi sunt cu mult mai mari decéat valorile PVA ale filmelor din material plastic [LDPE
(polietilend de joasd densitate) 0,002:107'% polietilend de finaltd densitate 0,008:-10™;
polipropilen& orientata 0,038-10'%; poliester 0,198-10™°; clorura de poliviniliden 0,002-10"° g™*m"
's*Pa™] (Krochta, s.a., 1997; Fairley s.a., 1997; Shiku, s.a., 2003; Garcia si Sobral, 2005).

Valorile medii ale PVA bazate pe proteine miofibrilare de Novac au fost similare sau relativ
mai mici in comparatie cele obtinute de Lipman si colab., 2010 (0,995-10™° pentru filme obtinute
din proteine miofibrilare specia biegeye sanpper (Priacanthus tayenus); Kaewpracho si colab.,
(2016) (2,81-10™ g m™'s™*Pa™, solutii formatoare de filme cu 1% proteine miofibrilare de peste),
Cug, s.a. (1995) de 0,63-10™° g m's'Pa™ (proteine miofibrilare de peste), Tanaka si colab.,
(2001) 1,187-10™ g m™'s'Pa™ in cazul filmelor bazate pe proteine de peste solubile in apa
(marlin blue, Makaira mazara) in concentratie de 3%, pH 10 si un nivel de glicerina de 50 g/100
g proteine si Rostamzad (2015) de 2,95-10"° g m™s™Pa™ pentru proteine musculare din crap
argintiu. Permeabilitatea filmelor pe baza de proteine miofibrilare de peste (Novac) a fost mult
mai mica in comparatie cu filmele obtinute din proteine de soia (1,7-10"° g ms™Pa™; Ghorpade
si colab., 1995), gluten de grau (4,3-10° g m™*s™*Pa; Gontard si colab., 1994), zeina de porumb
(1,0-10" g m*s™Pa™; Lai si colab., 1998).

5.5. Culoarea filmelor

Culoarea este o caracteristica importanta a filmelor comestibile/biodegradabile datorita
faptului ca ea afecteaza acceptabilitatea consumatorului in potentialele aplicatii alimentare.
Culoarea filmelor in cadrul studiului nostru a fost apreciata prin determinarea parametrilor de
culoare L* [ (stralucirea, luminozitatea, alb/negru; 100/0) ], a*[rosiatica (+60)/verde (-60)], b*
[galben (+60)/albastru (-60) si AE] ai filmelor alimentare care au fost preparate atat in conditii
acide, cét si alcaline.

Parametri de culoare sunt inscrisi in tabelul 1. Valorile negative ale lui a* indica pentru
filmele realizate de noi o nuantad usor verde, care se accentueaza cu cresterea continutului de
proteine din solutia formatoare de film. Pentru parametrul respectiv au fost constatate usoare
diferente intre conditiile acide si alcaline create. Valorile pozitive ale parametrul b* indica nuante
galbene pentru filme, intensitatea culorii crescand cu cresterea nivelului de proteina de la 1% la
2,5%, cresterea fiind de 39,4%, in cazul solutiilor formatoare de film cu pH 2,7. La aceleasi
concentratii de proteine miofibrilare de Novac si adaos de glicerina, valorile parametrului b* au
fost relativ mai reduse in cazul pH-ului 10,8, in comparatie cu solutiile de pH 2,7 (tabelul5.5. ).
Aceasta constatare se explica prin faptul ca in conditi acide se poate induce formarea
pigmentilor galbeni, in special pe calea reactilor Maillard. Conditiile acide induc degradarea
proteinelor miofibrilare care conduce la disponibilizarea gruparilor amino pentru reactiile de
imbrunare in timpul tratamentului termic si in procesul de uscare (Prodpan si Benjakul, 2005,
Chinabhark si colab., 2007). in ambele conditii de mediu au fost obtinute valori ale parametrului
L* apropiate, cea mai mica valoare fiind de 89,95+0,47 si cea mai ridicata 93,93+0,43. Valorile
parametrului L* au variat cu nivelul de proteina si cu adaosul de glicerina. Filmele au devenit
mai putin stralucitoare prin cresterea concentratiei de proteine din solutiile formatoare de film.
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Tabelul 5.5. Parametri de culoare ai filmelor comestibile

Il. PARTEA EXPERIMENTALA
Capitolul 5. Filme comestibile

Film L a* b* AE
a 93,13+0,32 -1,2240,05 10,19+0,46 93,69
b 92,95+0,39 -1,5040,10 13,24+1,54 93,90
c 92,34+0,34 -1,7310,03 15,97+0,33 93,73
d 89,95+0,47 -2,05+0,04 21,85+1,69 92,49
e 94,01+0.24 -0,9440,05 7,47+0,39 94,30
f 93,57+0,29 -1,08+0,09 8,83+0,91 93,81
g 93,93+0,29 -1,03+0,08 8,59+0.53 94,33
h 93,66+0,21 -1,07+0,06 8,77+0,49 94,34
i 92,39+0,56 -1,58+0,17 11,1£1,24 93,06
i 92,64+0,92 -1,61+0,17 11,83+1,58 93,4
k 92,26+0,35 -1,79+0,07 11,29+0,54 92,97+
I 93,17+0,31 -1,68+0,08 9,98+1,70 93,92
m 92,45+0,33 -1,8740,13 13,78+0,86 93,47
n 93,32+0,43 -1,44+0,24 8,65+1,16 93,73
0 92,76+0,20 1,8310,09 12,09+0,17 93,47
p 91,67+0,83 -1,91+0,21 13,77%2,01 92,72

Conform datelor din tabelul 5.5. parametrul L* si b* s-au corelat pozitiv cu nivelul de proteine
din solutiile formatoare de film, pe cand parametri a* si diferenta de culoare s-au corelat
negativ, Tn toate cazurile coeficientii de regresie liniari au fost mai mari de 0,975. Corelatii relativ
mai slabe au fost inregistrate intre parametri L* si a* si intre AE si a*.

Tabelul 5.6. Coeficientii de corelatie Pearson dintre concentratia de proteine
si parametri de culoare si intre acestia

Proteine, % Patrametri de culoare AE
L* a* b*
1,0 92,95 -1,50 13,24 93,90
1,5 92,34 -1,73 15,97 93,73
2,5 89,95 -2,05 21,85 92,49
Coeficient r 0,990 -0,995 0,999 -0,975
0,972 -0,993 0,997
-0,993 0,950
-0,979

Cresterea concentratiei de glicerind cauzeaza reducerea diferentei totale de culoare (AE) a
filmelor, posibil datorita efectului de diluare, practic intr-o maniera independenta de concentratia
proteinelor miofibrilare de peste (Sobral si colab.,); glicerina fiind o substanta fara culoare.

Valorile parametrului de culoare AE au fost similare pentru toate filmele realizate, indiferent
de compozitia solutiilor formatoare de film si de conditile de mediu. Astfel, valorile lui AE au
variat in limite restranse de la 92,49 (2% proteina, 50 g glicerind/100 g proteine, pH 2,7) pana la
93,92 (1% proteina, 2% gelatina si 30 g glicerina/100 g proteine, pH 10,8). Acest comportament
este in concordanta cu rezultatele lui Paschoalick si colab., (2003) care au observat o reducere
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a culorii cu cresterea nivelului de glicerina. Concentratia proteinelor nu afecteaza decét in mica
masura diferenta totala de culoare a filmelor, posibil datorita mentinerii constante a
concentratiei in substanta uscata a solutiei de la suprafata filmelor (Sobral si colab., 2005).

Filmele obtinute in prezenta lucrare au prezentat, in general, culori comparabile cu filmele
produse din proteine musculare de Tilapia de Nile (Paschoalick si colab., 2003), dar au fost mai
colorate decét filmele bazate pe proteine miofibrilare de Tilapia de Nile (Sobral si colab., 2000),
de albus de ou (Gennadios si colab., 1996) si de gelatina din piele de porc (Sobral si colab.,
1999). Prodpran gi colab., (2005) au obtinut filme cu urmatorii parametri de culoare: L = 86,1£3;
a*= 0,4+0,1; b* = 39+0,3 si AE = 86,18+0,98. Nuthong si colab., (2009) au gasit pentru filmele
bazate pe plasma porcina valorile: L*= 87,12+0,33; a*=-2,37+0,04; b*=7,47+0,13.

5.6. Transmisia luminii si transparenta filmelor

Lumina influenteaza direct gradul de oxidare al lipidelor (Papachriston gi colab., 2006).
Numeroase studii au aratat ca transmiterea luminii prin filmele alimentare determina procese de
foto-oxidare mai pronuntate la produsele formulate (Fang si colab., 2002, Shiku si colab., 2002).

Transmisia luminii prin filmele pe baza de proteine miofibrilare de Novac a fost mica la
lungimile de unda cuprinse intre 200-280 nm si aceste rezultate sugereaza ca filmele pot
preveni oxidarea lipidelor indusa de lumina ultravioleta intr-un sistem alimentar.

Transmisia luminii la lungimi de unda selectate prin diferite filme este aratata in tabelul 3.
Toate filmele au exercitat transmisia luminii neglijabila in lumina ultravioleta (200-280 nm).
Aceste rezultate sunt in concordanta cu rezultatele raportate de Shiku si colab., (2003) si
Hamaguchi si colab., (2007) care au constatat ca filmele proteice sunt considerate a avea
proprietati de bariera pentru lumina ultravioleta foarte bune, datorita concentratiei lor ridicate in
aminoacizi aromatici care absorb lumina ultravioleta. Filmele bazate pe surimi (Shiku si colab.,
2004), filmele din proteine miofibrilare de merlin blue (Shiku si colab., 2993, Hamaguchi si
colab., 2007) si flimele din izolat proteic de zer (Gounga si colab., 2008) au excelente proprietati
de bariera pentru lumina ultravioleta. In domeniul vizibil (350-800 nm), transmiterea luminii prin
filmele preparate de noi a variat cu lungimea de unda, pH-ul si compozitia solutiilor formatoare
de filme, dar valori mult mai scézute au fost gasite la filmele preparate la pH 10,8 si la filmele
compozite (Tabelul 5.7.). Transparenta ca proprietate relevantd a filmelor cu impact direct
asupra aspectului produsului preambalat, a prezentat variatii dependente de compozitia solutiei
formatoare de film, dar pH-ul mediului a avut o influentd mai pronuntata.
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Tabelul 5.7. Transmisia luminii si transparenta filmelor

Il. PARTEA EXPERIMENTALA
Capitolul 5. Filme comestibile

Film Lungimea de unda, nm Valorile transparentei*
200 | 280 | 300 | 350 | 400 | 450 | 500 | 550 | 600 | 650 | 700 | 750 | 800
a 0 0,24 | 0,64 | 50,3 | 56,0 | 59,7 | 66,0 | 68,8 | 76,0 | 78,7 | 80,4 | 82,6 | 83,5 3,880,065
b 0 033 | 0,73 | 579 | 62,1 | 68,7 | 739 | 751 | 77,3 | 795 | 81,9 | 82,0 | 82,7 2,71+£0,07
c 0 0,42 | 413 | 559 | 650 | 709 | 723 | 742 | 78,1 | 78,7 | 79,2 | 81,0 | 82,3 2,54+0,08
d 0 0,43 | 439 | 50,0 | 58,0 | 646 | 716 | 76,1 | 77,7 | 781 | 79,4 | 79,7 | 80,8 2,11£0,05
e 0 0,39 | 3,82 | 532 | 60,9 | 69,1 | 720 | 749 | 776 | 79,1 | 80,1 | 82,1 | 84,3 2,68+0,02
f 0 0,50 | 449 | 58,8 | 69,7 | 743 | 750 | 77,4 | 78,7 | 799 | 815 | 82,6 | 83,1 2,87+0,01
g 0 0,30 | 1,36 | 636 | 70,2 | 723 | 73,9 | 743 | 750 | 752 | 756 | 775 | 77,6 2,59+0,01
h 0 045 | 0,65 | 46,3 | 49,1 | 519 | 54,6 | 55,2 | 55,8 | 56,4 | 58,4 | 58,6 | 59,4 4,41+0,18
[ 0 045 | 1,28 | 49,9 | 52,3 | 55,9 | 58,7 | 60,5 | 60,8 | 61,7 | 61,9 | 63,3 | 65,6 5,41+0,02
j 0 0,63 | 1,35 | 46,1 | 57,2 | 63,6 | 66,7 | 675 | 68,2 | 69,6 | 70,7 | 72,0 | 72,5 3,31+0,02
k 0 0,47 | 1,17 | 55,8 | 50,8 | 64,9 | 65,7 | 66,3 | 67,7 | 70,3 | 73,0 | 74,0 | 74,4 3,5040,05
I 0 0,62 | 436 | 400 | 66,8 | 751 | 786 | 795 | 79,4 | 81,3 | 82,1 | 83,1 | 84,0 2,19+0,04
m 0 0,40 | 0,60 | 46,7 | 48,6 | 50,0 | 52,6 | 60,7 | 67,4 | 70,3 | 72,3 | 74,9 | 75,7 3,13+0,08
n 0 0,36 | 058 | 44,4 | 499 | 519 | 53,2 | 56,4 | 56,3 | 56,1 | 57,0 | 58,8 | 69,7 7,56+0,05
0 0 0,56 | 1,24 | 38,0 | 41,9 | 488 | 62,1 | 66,9 | 69,0 | 68,9 | 693 | 69,8 | 71,2 3,57+0,07
p 0 085 | 1,66 | 526 | 69,1 | 73,9 | 79,1 | 81,0 | 81,4 | 820 | 82,6 | 82,8 | 83,0 2,91+0,03
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5.7. Proprietatile mecanice ale filmelor bazate pe proteine miofibrilare de

Novac

Testele privind proprietatile mecanice care sunt frecvent folosite pentru a caracteriza filmele
comestibile/biodegradabile sunt rezistenta la tractiune (RT) si eleongatia la rupere (ER, %).
Rezistenta la tractiune este forta maxima per aria sectiunii transversale pe care o opune un film
fara sa se rupa impotriva unei forte de intindere aplicate. Elongatia la rupere este definita ca
gradul in care un film poate fi intins pana la rupere (Park si colab., 2004).

Valorile medii ale filmelor pe baza de proteine miofibrilare de peste (Novac) referitoare la RT
si procentul de elongatie sunt indicate in tabelul 5.8. Aceste valori au variat in functie de
compozitia solutiilor formatoare de filme (SFF) in limitele (3,39-12,22) MPa. Filmele cu continut
mai mare de proteine miofibrilare de peste (1,5 si 2,0%) au fost mai rezistente la tractiune decat
filmele cu un nivel de proteine de 1%. Noi apreciem ca la concentratie mai mare de proteine,
acestea se pot agrega intermolecular intr-un grad mai extins, fapt care conduce la retele
proteice mai puternice, deci la filme cu RT mai mari. Conform lui Choi si Han (2002) si lui Perez-
Gago si Krochta (2001) un nivel mai ridicat de proteine are efect asupra cineticii reactiilor
gruparilor -SH ale cisteinei prezente in proteine, favorizadnd formarea puntilor disulfitice intre
lanturile proteice in timpul tratamentului termic. Tn contrast cu aceastd constatare, cresterea
concentratie proteinelor sarcoplasmatice de la 2 la 4% in SFF cauzeazd o descrestere
semnificativa a RT filmelor (Iwata si colab., 2000). Rezultatele noastre au fost conforme cu
Sobral si colab., (2005) care au raportat ca filmele produse din SFF cu 2% proteine au fost mai
rezistente decat cele cu 1% proteine musculare de peste. Nuthong si colab., (2009) au gasit ca
filmele obtinute din plasma porcina cu concentratia de 2% au RT relativ mai reduse (1,44 MPa)
in comparatie cu filmele cu 3% plasma (2,11 MPa). Valorile medii ale rezistentei la tractiune
constatate de noi au fost mai mari decéat cele raportate de Prodpran si colab., (2005) care au
realizat filme din surimi de bigeye snapper (2% si 50 g glicerind/100 g proteine) la care RT a
fost de 3,55+0,77 MPa si de Da Rocha si colab., (2013) [1,1-3,9 MPa, in functie de concentratia
proteinelor musculare de ansoa (3-4%) si de nivelul de glicerina (30-40 g/100 g proteine)].
Izolatul proteic de ansoa a fost obtinut prin solubilizarea alcalina a proteinelor musculare (pH
11,5) si precipitare la punctul izoelectric (pH 5,0). Izolatul proteic de ansoa obtinut prin acest
procedeu contine si proteine sarcoplasmatice alaturi de proteinele miofibrilare, cea ce justifica
valorile mai reduse ale RT, deoarece filmele care contin proteine cu masa moleculara mica au o
mobilitate mai mare a lanturilor polipeptidice in matrice. Proteinele mifofibrilare (indeosebi
meroziozina grea Si actomiozina) joacd un rol esential in formarea retelelor de filme proteice
(Artharn si colab., 2007). De asemenea, valorile RT ale filmelor obtinute in cadrul acestei
lucrarii au fost relativ mai mari sau similare valorilor raportate pentru filmele obtinute din
proteine de hec (Pires si colab., 2013), proteine de pollack de Alaska (Shiku si colab., 2004),
proteine musculare de Tilapia de Nil (Garcia si Sobral, 2005), proteine sarcoplasmatice de
peste (5,15+0,57 MPa; Tanaka si colab., 2001), proteine miofibrilare de piept de pui (1,5-4,3
MPA in functie de adaosul de glicerind; Nemet, si colab., 2010), proteine din zer [Wang si
colab., 2009; (7,45 MPa la pH 3,46 si 9,20 MPa la pH 10,54), Sothorrvif gi colab., 2009, Fang si
colab., 2002], Limpan (2010; 5,6 MPa), proteine din gluten de grau (2,7 MPa; Gontard si colab.,
1994), zeina de porumb (0,4 MPa; Lai si colab., 1998), proteine de soia (5,9 MPa; Ghorpede,
1995). Parte din rezultatele noastre (pH 2,7) au fost relativ mai scazute decét valoarea raportata
de Rastamzad si colab., (2015) de 9,16+0,58 MPa in urmatoarele conditii de lucru: SFF cu 2%
proteine miofibrilare de crap argintiu, 50 g glicerind/100 g proteine si pH 3,0 si de Cuq si colab.,
(1995) de 17,1 MPA pentru filmele din proteine miofibrilare de peste.
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Tabelul 5.8. Proprietétile mecanice ale filmelor biodegradabile bazate pe
proteine miofibrilare de Novac

Filme Valoare Proteine, Glicerina/ Rezistenta la Elongatia,
pH % 100 g SFF tractiune, %
MPa
1 2,7 1,0 1,0 7,78+1,60 21,45£4,15
2 2,7 1,5 1,0 7,84+0,97 22,28+2,08
3 2,7 2,0 1,0 8,02+2,72 20,19+2,16
4 2,7 1,0 1,5 6,45+0,45 29,0+4,03
5 2,7 1,5 1,5 9,09+1,49 34,2319,06
6 2,7 2,0 1,5 12,22+1,07 | 28,78+0,76
7 10,8 1,0 1,5 3,39+0,73 52,27+8,28
8 10,8 1,5 1,5 4,46+1,21 32,27+2,53
9 10,8 2,0 1,5 4,58+1,34 20,44+0,50

Conform datelor indicate in tabelul 5.8. solutiile formatoare de film alcaline (pH = 10,8) au
condus la filme cu rezistenta la tractiune de aproximativ 2 ori mai mica decat SFF acide (pH =
2,7).

Valorile medii ale rezistentie la tractiune, constatate de noi, se coreleaza pozitiv cu nivelul
de proteine din solutiile formatoare de film in ambele conditii de mediu, coeficientii liniari de
corelatie fiind de 0,961 la pH acid si 0,902 la pH alcalin.

Rezistenta la intindere a scazut semnificativ cu cresterea continutului de glicerina. Agentul
plastifiant reduce densitatea interactiunilor proteine-proteine, creste mobilitatea Ilanturilor
proteice care face filmul mai putin rezistent. Cele mai mici valori ale rezistentei la tractiune ale
filmelor au fost gasite in cazul SFF cu raportul proteine: glicerina de 1:1,5, pH alcalin. Sobral si
colab., (2005) au remarcat, de asemenea, ca la filmele bazate pe proteine din muschii de Thai
Tilapia rezistenta la intindere s-a redus cu cresterea continutului de glicerind, dar se
imbunatateste flexibilitatea (lwata si colab., 2000).

Ca si in cazul rezistentei la tractiune, procentele de elongatie au fost dependente de
compozitia SFF si de conditiile de mediu. Elongatia la rupere a variat in limitele 20,19-52,27%,
valoarea maxima a fost constatata la filmul cu rezistenta cea mai mica, 3,39 MPa (tabelul 1). In
ambele conditii de mediu, valorile procentuale ale elongatiei s-au corelat negativ cu nivelurile de
proteine din SFF, coeficientii liniari de corelatie avand valorile -0,599 pentru SFF de pH 2,7 si -
0,987 in cazul SFF cu pH 10,8. De asemenea, noi am gasit corelatii negative intre rezistenta la
tractiune si elongatie (r = -0,797 la pH 2,7 si respectiv -0,959 la pH 10,8). Extensibilitatea
filmelor bazate pe proteine miofibrilare de Novac s-a modifcat odata cu valoarea pH-ului SFF,
filmele avand o capacitate mai mare de extensie in mediul alcalin indeosebi la concentratii mai
mari de glicerina. Aceasta constatare este in dezacord cu alti cercetatori care au raportat ca
elongatia filmelor pe baza de proteine mixte nu se modifica cu valoarea de pH a SFF (posibil
datorita nivelului mult mai mare de glicerina folosit de noi). Aceasta tendinta a fost gasita si la
filmele de gluten si izolat de soia. Proteinele de soia devin mai putin flexibile in conditii extreme
de pH acid si alcalin. n literaturd sunt mentionate valori ale procentului de elongatie mult mai
mari pentru filmele bazate pe proteine din soia (Ghorpede, 1995; 107%); gluten de gréau
(Gontard si colab., 1994; 195%), de zer (Wang si colab., 2009: 265% la pH 3,46 si 351% la pH
10,54). Da Rocha si colab., (2013) au gasite valori ale procentului de elongatie cuprinse intre
9,1 si 25,8% in cazul filmelor pe baza de proteine musculare de ansoa in concentratii variind de
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la 3 la 4% si la niveuri de glicerina cuprinse intre (30-40) g/100 g proteine, pH 11,5, temperatura
la tratament termic 74°C. (Cuq si colab., 1995) au raportat pentru filmele obtinute din proteine
miofibrilare de peste Tilapia o elongatie de 22,7% (2 % proteine, pH 3,0), valoare similara cu
cele gasite pentru o parte din filmele realizate de noi (tabelul 5.8.) si o valoare de 67,8% in
cazul filmelor din proteine sarcoplasmatice de peste. Aceastd valoare depaseste toate
elongatiile procentuale constatate in cadrul experimentului nostru. O valoare a elongatiei de
25% a fost gasita de Limpan (2010) in cazul filmelor din proteine miofibrilare de peste, de
39,86% de Rostamzad si colab., (2015) pentru filmele din proteine miofibrilare de crap argintiu
si de 83,56+9,07% in cazul filmelor din surimi de crap argintiu si gelatina (SFF de pH 3,0; Tao,
s.a, 2015). Garcia si Sobral (2005) au dezvoltat filme pe baza de proteine miofibrilare de Tilapia
si au gasit ca valorile EG (%) cresc cu cresterea nivelului de glicerol de la 15 la 45%.

in contrast cu filmele biodegradabile bazate pe proteine, unele filme sintetice manifesta
proprietati mecanice superioare filmelor proteice. Astfel, polietilena de inalta densitate poseda o
rezistenta la tractiune de 25,9 MPa si o elongatie la rupere de 300% (Gnanasambandam si
colab., 1997, Krochta si colab., 1997) si polietilena de joasa densitate 12,9 MPa si respectiv
500% (Fairley si colab., 1997 si Krochta si colab., 1997, Pol si colab., 2002). Filmul
conventional de poliolefin poseda rezistenta la tractiune in acelasi domeniu de variatie cu
filmele bazate pe proteine miofibrilare de pui (3-10 MPa) (Briston, 1988, Nemet si colab., 2010).

5.8. Concluzii partiale

Au fost realizate 16 tipuri de filme bazate pe proteine miofibrilare de peste (Novac) prin
procedeul solvent prin incorporarea in solutile formatoare de film a nivelurilor diferite de
proteine, de plastifiant si alte adaosuri, precum gelatina si ciclodextrina.

Proteinele miofibrilare de peste extrase prin procedeul surimi si solubilizate in mediul
puternic acid (pH 2,7) sau puternic alacalin (pH 10,8) in prezenta glicerinei, ca palstifiant, au
manifestat proprietati adecvate de gelificare atunci cadnd au fost supuse tratamentului termic la
90°C, timp de 30 minute si uscarii in strat subtire la temperatura camerei, timp de 24 ore.

Peliculele obtinute de noi au fost transparente, flexibile si uniforme, au prezentat suprafete
netede, fara pori sau fisuri vizibile cu ochiul liber. Toate tipurile de filme au fost desprinse
manual cu usurinta de placile de turnare.

Grosimea filmelor a variat in functie de zona de masurare, de compozitia solutiilor
peliculogene si de caracteristicile mediului. Cresterea concentratiei proteinelor si a nivelului de
glicerind adaugat a determinat o crestere aproape liniara a valorilor medii ale grosimii filmelor.
La pH alcalin, filmele au fost relativ mai groase decéat cele obtinute la pH acid, atunci cand au
fost realizate in aceleasi conditii.

Filmele cu adaos de ciclodextrine au prezentat grosimi mai mari, indeosebi cele obtinute in
mediul alcalin, Th comparatie cu filmele cu gelatina.

Culoarea, o caracteristica importanta a filmelor comestibile/ biodegradabile deoarece ea
afecteaza acceptabilitatea consumatorului in potentialele aplicatii alimentare a fost apreciata
prin determinarea parametrilor de culoare L*, a* b* si AE, care au depins de variabilele
desingului experimetal (pH, nivel de proteine si glicerina si de natura adaosurilor).

Cresterea nivelului de glicerina cauzeaza reducerea diferentei de culoare a filmelor datorita
efectului de diluare al glicerinei, independent de concentratia proteinei. Transparenta filmelor cu
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concentratie mai mare de proteine a fost mai mica in domeniul mai redus al concentratiei de
glicerina, care devine mult mai redusa pentru concentratii mari de plastifiant.

Rezultatele arata ca filmele realizate in cadrul acestei lucrari poseda proprietati excelente
de bariera la lumina ultraviolet (200-280 nm), ele pot intarzia fotooxidarea produselor alimentare
ambalate datorita inhibarii difuziei luminii.

Toate filmele studiate si-au mentinut integritatea dupa 24 de ore de imersie in apa, ceea ce
denota ca proteinele miofibrilare de Novac au condus la formarea unor retele stabile si ca
numai substantele cu masa moleculara mica hidrofile au fost solubilizate in apa.

Filmele realizate in mediul acid au fost mai rezistente la apa, decét filmele obtinute Tn mediul
alcalin fapt ce sugereaza ca filmele obtinute prin solubilizarea alcalina a proteinelor miofibrilare
au avut un nivel mai scazut de reticulizare, legaturile proteina-proteina au fost mai slabe, posibil
asociate cu scurtarea lungimii lantului proteic, ceea ce a condus la o solubilizarea in apa a unei
proportii mai mari din materia uscata a filmului.

Permeabilitate la vapori de apa (PVA) este o proprietate importanta a filmelor flexibile
biodegradabile/comestibile. Valorile relativ ridicate ale PVA gasite de noi indica faptul ca filmele
bazate pe proteine musculare de peste (Novac) sunt bariere slabe pentru vaporii de apa,
datorita naturii hidrofila/hidrofoba a polimerului din matricea filmului (proteinele miofibrilare
contin niveluri importante de aminoacizi cu caracter polar, precum acidul aspartic, acidul
glutamic, arginina si lizina).

Proprietatile de bariera la vaporii de apa ale filmelor au fost dependente de nivelurile de
proteine, de glicerina si de adaosul de gelatina sau ciclodextring; valorile PVA si ale continutul
de apa ale filmelor au crescut cu cresterea nivelurilor de proteine.

Prin cresterea nivelului de plastifiant, care se insera intre moleculele proteice, se formeaza
retele proteice mai putin dense ca urmare a modificarii organizarii moleculare tridimendionale,
reducerii fortelor de atractie dintre moleculele de proteine, cresgterii volumului liber gi mobilitatii
lanturilor proteice, cu consecinte asupra permeabilitatii la vapori de apa.

In cazul filmelor compozite, filmele cu adoas de gelatind au fost mai rezistente la vaporii de
apa decat filmele cu adaos de ciclodextrine.

in conditile noastre experimentale, grosimea filmelor a fost relevantd pentru valorile
permeabilitatii la vapori de apa, in sensul cresterii PVA pentru filmele cu grosimi mai mari.

In cazul utilizarii gelatinei si a ciclodextrinei la formularile de filme, aceste au prezentat o
culoare usor mai galbuie in comparatie cu filmele numai pe baza de proteine de peste.

Filmele bazate pe proteine miofibrilare de Novac poseda proprietati mecanice similare
filmelor preparate din proteinele miofibrilare extrase din muschii altor specii de pesti.

Valorie rezistentei la tractiune si procentele de elongatie au fost dependente de compozitia
solutiilor formatoare de filme si de valoarea de pH. Rezistenta la tractiune s-a corelat pozitiv cu
nivelul de proteine al SFF si negativ cu continutul de glicerina.

Nivelurile mari de proteine au determinat reducerea flexibilitatii filmelor, pe céand
continuturile mari de glicerina au condus la filme cu procente de elongatie mai ridicate.
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Solutiile formatoare de filme puternic alcaline (pH 10,8) au condus la filme cu rezistenta la
tractiune substantial mai reduse in comparatie cu solutiile puternic acide, situatia fiind inversa in
cazul elongatie, filmele alcaline posedand cea mai mare flexibilitate.

Filmele comestible proteice cu rezistentd la tractiune ridicatd pot fi aplicate pentru
preambalare produselor alimentare oferind acestora protectie in timpul manipularii,
transpiortului si depozitarii in vederea comercializarii.
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Concluzii finale

Continutul de proteine al derivatelor proteice a fost conditionat de provenienta muschiului si
de tehnica de extractie aplicata. Muschii de piept de pasare si vita au condus la obfinerea unor
derivate proteice cu continuturi de proteine mai mari de 90% s.u.

Solubilizarea proteinelor musculare, in mediu puternic alcalin, urmata de precipitarea
acestora din solutie la pH-ul punctului izoelectric (pl) asigura si recuperarea proteinelor
sarcoplasmatice care precipita la pH 5,5.

Tehnologia clasica de obtinere a produsului surimi de spalare repetata cu apa racita si
centrifugare/presare a carnurilor de peste fin maruntite nu este adecvata in cazul carnii de porc,
ea nu asigura separarea corespunzatoare a grasimii si pigmentilor si conduce la un concentrat
proteic cu continut redus de proteine structurale si proprietati functionale inferioare.

Proprietatile functionale ale derivatelor proteice au fost dependente de sursa de proteine,
tehnica de separare si de forma de prezentare: concentrate umede sau liofilizate. Tehnica de
conservare prin liofilizare in lipsa crioprotectorilor a influentat negativ functionalitatea
concentratelor.

Solubilitatea proteinelor musculare, componente ale derivatelor proteice, este o proprietate
criticd, ea controleaza celelalte caracteristici functionale ale proteinelor (capacitatea de
emulsionare, de spumare si de formare a gelurilor).

Profilul de solubilitate al concentratelor/izolatelor de proteine musculare a variat in functie de
natura produsului si de pH-ul solutiei proteice. Toate derivatele proteice au prezentat un minim
de solubilitate la pH 5,5 si doua domenii de solubilitate maxima la pH puternic alcalin (11) si
puternic acid (3).

Concentratele/izolatele proteice obtinute prin solubilizare alcalina sau acida si precipitare la
pl sunt caracterizate printr-o solubilitate mai buna in domeniu izoelectric 5,5-6,5, valori de pH
frecvent intalnite in diferite formulari de salamuri sau in produsele restructurate, unde ar putea fi
utilizate ca ingrediente functionale.

Proprietatile de suprafata ale derivatelor proteice (spumare si emulsionare) au depins de
sursa de provenienta a carnii, de tehnica de extractie si tratamentul la care a fost supusa
carnea inainte de extractje.

Capacitatea de spumare si stabilitatea spumei pentru toate derivatele proteice au fost
minime la pH 5,5. Cresterea/scaderea valorii de pH fata de pl imbunatateste proprietatile de
suprafatd ale proteinelor structurale, cresterea de volum a spumei fiind mai mare la pH 10,
decéat la pH 3,0.

Solubilitatea proteinelor si capacitatea de spumare se coreleaza pozitiv, coeficientii de
corelatie au depins mai mult de sursa de proteine musculare, decat de tehnica de extractie.
Solubilizarea alcalina a condus la derivate proteice cu proprietati de spumare usor imbunatatite
fata de solubilizarea acida, ca si extractia in solutii de tarie ionica mai mare.

Capacitatea de emulsionare a concentratelor de proteine musculare a fost dependenta de
valoarea de pH a solutiei proteice. Capacitatea de emulsionare minima a fost inregistrata in
regiunea izoelectrica in domeniul de pH 5,5 - 6,0 caracterizata prin cea mai mica solubilitate a
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proteinelor. Pentru unele aplicatii alimentare proprietatile de emulsionare pot fi imbunatatite prin
modificarea valorii pH-ului mediului de dispersie al derivatelor proteice.

Capacitatea de absorbtie a proteinelor la inferfata apa-ulei, stabilizarea filmelor proteice
formate in jurul picaturilor de ulei si reducerea tensiunii interfaciale a fost conditionata puternic
de sursa de proteine, metoda de extraciie si de compozifia concentratelor proteice (numai
proteine miofibrilare sau proteine miofibrilare + proteine sarcoplasmatice).

Variatia modulului elastic (G’) si a unghiului de faza (d) in timpul tratamentului termic al
suspensiilor proteice reflecta modificari profunde la nivelul sistemului proteic (denaturare,
disociere si reasociere) in functie de temperatura.

Toate tipurile de concentratef/izolate de proteine musculare s-au comportat din punct de
vedere reologic ca sisteme vascoelastice cu componenta elastica mare, dar variabila in functie
de temperatura, sursa de proteine, metoda de extraciie si de procesul de uscare prin liofilizare.

Valorile modulului elastic au fost direct proportionale cu concentratia proteinei din suspensia
proteica (concentrat proteic liofilizat de macrou). Coeficientii de corelatie dintre concentratia
proteinei si modulul elastic in timpul incalzirii (30-71,9°C) au inregistrat valori peste 0,930, valori
usor mai crescute la concentratii proteice mai mici.

Concentratele/izolatele proteice analizate poseda capacitati functionale adecvate pentru
utilizare in diverse sisteme pe baza de carne aducand produselor un plus de valoare nutritiva
prin componenta lor proteica, dar se justifica obtinerea lor din punct de vedere economic in
cazul speciilor de pesti neutilizabile, carnurilor de calitate inferioara si al unor organe.

Concentratele/izolatele proteice studiate prin proprietatile lor functionale, solubilitate si
caracteristici de gelificare, pot reprezenta materii prime adecvate pentru generarea de filme si
invelisuri proteice biodegradabile.

Adaugarea de concentrat proteic de peste si concentrat proteic liofilizat de peste in aluat
au imbunatatit valoarea nutritiva a painii.

Continutul de lizina, aminoacid esential deficitar in paine,a fost adus la nivelul proteinei
etalon FAO in probele de paine cu concentrat proteic umed sau liofilizat de peste.

Concomitant s-a imbunatatit si continutul de treonina.

Aceste produse au volumul specific, textura si porozitatea bune si o structura a miezului
care au fost acceptate bine de catre consumatori.

Cea mai importanta concluzie este ca deficitul mic din evaluarea senzoriala este
compensate de echilibrarea spectaculoasa a painii ih aminoacizi esentiali.

Aceasta utilizare are cerere de brevet din august 2016.

Au fost realizate 16 tipuri de filme bazate pe proteine miofibrilare de peste (Novac) prin
procedeul solvent prin incorporarea in solutile formatoare de film a nivelurilor diferite de
proteine, de plastifiant si alte adaosuri, precum gelatina si ciclodextrina.

Proteinele miofibrilare de peste extrase prin procedeul surimi si solubilizate in mediul
puternic acid (pH 2,7) sau puternic alacalin (pH 10,8) in prezenta glicerinei, ca palstifiant, au
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manifestat proprietati adecvate de gelificare atunci cand au fost supuse tratamentului termic la
90°C, timp de 30 minute si uscarii in strat subtire la temperatura camerei, timp de 24 ore.

Peliculele obtinute de noi au fost transparente, flexibile si uniforme, au prezentat suprafete
netede, fara pori sau fisuri vizibile cu ochiul liber. Toate tipurile de filme au fost desprinse
manual cu usurinta de placile de turnare.

Grosimea filmelor a variat in functie de zona de masurare, de compozitia solutiilor
peliculogene si de caracteristicile mediului. Cresterea concentratiei proteinelor si a nivelului de
glicerind adaugat a determinat o crestere aproape liniara a valorilor medii ale grosimii filmelor.
La pH alcalin, filmele au fost relativ mai groase decét cele obtinute la pH acid, atunci cand au
fost realizate Tn aceleasi conditii.

Filmele cu adaos de ciclodextrine au prezentat grosimi mai mari, indeosebi cele obtinute in
mediul alcalin, in comparatie cu filmele cu gelatina.

Culoarea, o caracteristica importanta a filmelor comestibile/ biodegradabile deoarece ea
afecteaza acceptabilitatea consumatorului in potentialele aplicatii alimentare a fost apreciata
prin determinarea parametrilor de culoare L*, a* b* si AE, care au depins de variabilele
desingului experimetal (pH, nivel de proteine si glicerina si de natura adaosurilor).

Cresterea nivelului de glicerina cauzeaza reducerea diferentei de culoare a filmelor datorita
efectului de diluare al glicerinei, independent de concentratia proteinei. Transparenta filmelor cu
concentratie mai mare de proteine a fost mai mica in domeniul mai redus al concentratiei de
glicerina, care devine mult mai redusa pentru concentratii mari de plastifiant.

Rezultatele arata ca filmele realizate in cadrul acestei lucrari poseda proprietati excelente
de bariera la lumina ultraviolet (200-280 nm), ele pot intarzia fotooxidarea produselor alimentare
ambalate datorita inhibarii difuziei luminii.

Toate filmele studiate si-au mentinut integritatea dupa 24 de ore de imersie in apa, ceea ce
denota ca proteinele miofibrilare de Novac au condus la formarea unor retele stabile si ca
numai substantele cu masa moleculara mica hidrofile au fost solubilizate in apa.

Filmele realizate in mediul acid au fost mai rezistente la apa, decét filmele obtinute Tn mediul
alcalin fapt ce sugereaza ca filmele obtinute prin solubilizarea alcalina a proteinelor miofibrilare
au avut un nivel mai scazut de reticulizare, legaturile proteina-proteina au fost mai slabe, posibil
asociate cu scurtarea lungimii lantului proteic, ceea ce a condus la o solubilizarea in apa a unei
proportii mai mari din materia uscata a filmului.

Permeabilitate la vapori de apa (PVA) este o proprietate importanta a filmelor flexibile
biodegradabile/comestibile. Valorile relativ ridicate ale PVA gasite de noi indica faptul ca filmele
bazate pe proteine musculare de peste (Novac) sunt bariere slabe pentru vaporii de apa,
datorita naturii hidrofila/hidrofoba a polimerului din matricea filmului (proteinele miofibrilare
contin niveluri importante de aminoacizi cu caracter polar, precum acidul aspartic, acidul
glutamic, arginina si lizina).

Proprietatile de bariera la vaporii de apa ale filmelor au fost dependente de nivelurile de
proteine, de glicerina si de adaosul de gelatina sau ciclodextrina; valorile PVA si ale continutul
de apa ale filmelor au crescut cu cresterea nivelurilor de proteine.
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Prin cresterea nivelului de plastifiant, care se insera intre moleculele proteice, se formeaza
retele proteice mai putin dense ca urmare a modificarii organizarii moleculare tridimendionale,
reducerii fortelor de atractie dintre moleculele de proteine, cresterii volumului liber si mobilitatii
lanturilor proteice, cu consecinte asupra permeabilitatii la vapori de apa.

In cazul filmelor compozite, filmele cu adoas de gelatind au fost mai rezistente la vaporii de
apa decat filmele cu adaos de ciclodextrine.

in conditile noastre experimentale, grosimea filmelor a fost relevantd pentru valorile
permeabilitatii la vapori de apa, in sensul cresterii PVA pentru filmele cu grosimi mai mari.

In cazul utilizarii gelatinei si a ciclodextrinei la formularile de filme, aceste au prezentat o
culoare usor mai galbuie Tn comparatie cu filmele numai pe baza de proteine de peste.

Filmele bazate pe proteine miofibrilare de Novac poseda proprietati mecanice similare
filmelor preparate din proteinele miofibrilare extrase din muschii altor specii de pesti.

Valorie rezistentei la tractiune si procentele de elongatie au fost dependente de compozitia
solutiilor formatoare de filme si de valoarea de pH. Rezistenta la tractiune s-a corelat pozitiv cu
nivelul de proteine al SFF si negativ cu continutul de glicerina.

Nivelurile mari de proteine au determinat reducerea flexibilitatii filmelor, pe cand
continuturile mari de glicerina au condus la filme cu procente de elongatie mai ridicate.

Solutiile formatoare de filme puternic alcaline (pH 10,8) au condus la filme cu rezistenta la
tractiune substantial mai reduse in comparatie cu solutiile puternic acide, situatia fiind inversa in
cazul elongatiei, filmele alcaline posedand cea mai mare flexibilitate.

Filmele comestible proteice cu rezistentd la tractiune ridicatd pot fi aplicate pentru
preambalare produselor alimentare oferind acestora protectie in timpul manipularii, transportului
si depozitarii in vederea comercializarii.
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Elemente de originalitate ale tezei de doctorat

1. Optimizarea tehnologiilor de extractie a proteinelor miofibrilare.

v Pe parcursul tezei de doctorat, tehnologiile de extractie au fost optimizate in
sensul obtinerii unor bune randamente de extracfie.

v Au fost operate modificari ale extractiei cu EDTA si KCI 0,15 M, la numarul si
intensitatea spalarilor efectuate si la stabilirea unor timpi de extractie reproductibili.

v Rezultatele acestor optimizari au facut obiectul unor comunicari stiintifice.

2. Utilizarea proteinelor miofibrilare ca echilibrant nutritional in tehnologia de fabricatie a painii.

v Aceasta utilizare constituie noutate absoluta si face obiectul unei cereri de brevet
de inventie depus in august 2016 la OSIM.

v Elementul principal de originalitate il constitue echilibrarea nutrifionala a painii
prin intermediul proteinelor miofibrilare adaugate.

v In fapt se realizeaza incadrarea in normele FAO a unei paini realizate cu adaos

de proteine miofibrilare. Tn tehnologia clasicd se obtinea o paine care avea compozitie
dezechilibrata in lizina si treonina.

3. Optimizarea tehnologiilor de obtinere a filmelor comestibile/biodegradabile.

v Primul element de originalitate il constituie utilizarea proteinelor miofibrilare sub
forma unui concentrat umed sau sub forma liofilizata.
v in obtinerea filmelor comestibile s-au utilizat tehnologii care au necesitat
modificari, adaptari sau incercari:

o Concentratia proteinelor miofibrilare utilizate;

o Nivelul de glicerina adaugata;

o Nivelul de gelatina adaugats;

. Nivelul de ciclodextrina adaugata;

Putem sublinia si demararea unor investigatii imagistice ale structurii filmelor comestibile la
Universitatea Politehnica Bucuresti si la Universitatea "Dunarea de Jos" Galati.
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DIRECTII DE DEZVOLTARE ULTERIOARE A CERCETARII PRIVIND
PROTEINELE MIOFIBRILARE

Proteinele, in general, proteinele miofibrilare, in special, deschid un univers in industria
alimentara si nu numai in industria alimentara.

De la fascinatia structurii si ultrastructurii, pana la proprietatile fizico-chimice si functionale
exceptionale, proteinele miofibrilare reprezinta o tinta permanenta a cunoasterii.

Noi am identificat cateva zone in care aplicabilitatea tezei de doctorat este certa:

\

industria produselor din carne;

industria panificatiei;

formarea filmelor comestibile ca varianta de bioprotectie a alimentelor;
formarea filmelor comestibile compozite;

microincapsulare;

uscare prin liofilizare;

uscare prin pulverizare (prin spray dryer);

utilizarea in piscicultura (si acvacultura, in general);

alte echilibrari nutritionale ale alimentelor.

AN N NN N YN

Am obtinut rezultate bune in fiecare din zonele enumerate si viitorul va oferi,cu siguranta,o
mare diversificare a aplicatiilor.
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STUDII INCEPUTE DAR NEFINALIZATE

e vizualizare la SEM a filmelor comestibile:

e vizualizare la Atomic Force Microscope (ATM) a filmelor comestibile

MoV ot Del W
SO A0 Sbbe WX 11D )0
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e uscare prin liofilizare si vizualizare la SEM a proteinei liofilizate;

o folosirea proteinei miofibrilare ca material incapsulant pentru uleiuri esentiale
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