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OBIECTIVELE STIINTIFICE ALE TEZEI DE DOCTORAT

Prelungirea perioadei de prospetime pentru alimentele procesate a fost §i este o
provocare continui pentru producitorii din industria alimentard Permanent sunt puse la
punct noi modalitati, noi metode de conservare, care sd diminueze cit mai pufin valoarea
nutritivé a produselor. Cu alte cuvinte, noile metode de conservare au doui obiective, uncori
dificil de armonizat: blocarea dezvoltarii microorganismelor si implicit a alterarii produselor,
pe de-o parte, si péstrarea nemodificat3 a nutrientilor din aliment, pe de alta parte.

Tratamentul cu pulsuri de lumini (PL) este 0 metodd de conservare a alimentelor
care implicd utilizarea unor pulsuri intense si de scurti durat’ de ,Jumini albad”. Pentru acest
tratament, radiatia utilizatd include, pe 1anga radiatia din domeniul vizibil, lungimi de unda
din domeniul ultraviolet al spectrului si apropiate de regiunea infrarosu. in general, pentru
majoritatea aplicaiilor, citeva pulsuri luminoase aplicate intr-o fractiune de secundi asigura
un nivel ridicat de inactivare microbiana.

Teza de doctorat intitulatd ,Efecrul de inactivare al pulsurilor de lumind asupra
mucegaturilor prezente in sisteme model §i sisteme alimentare” reprezint un demers de
cercetare fundamentald modemd, situat la interdisciplinaritatea fizici — informatici —
microbiologie. Demersul stiintific urméregte inactivarea mucegaiurilor prezente pe diferite
alimente (cereale §i sucuri), 2 unor mucegaiuri in sistem model i determinarea porfiunii din
spectrul electromagnetic al radiatiei UV responsabili de inactivarea mucegaiurilor.

Realizarea scopului propus a fost in concordang cu indeplinirea unor obiective
specifice, derivate din evaluarea stadiului actual al cercetdrilor pe plan mondial, privind
inactivarea microorganismelor prin tratamente cu pulsuri de lumin, dupd cum urmeazi:

% Demonstrarea posibilitatii de inactivare a sporilor de Penicillium
expansum, Penicillium roqueforti, Penicillium camembertii, Penicillium
nalgiovense, Aspergillus candidus, Aspergillus niger, Cladosporium
herbarum si Geotrichum candidum prin tratamentul cu PL.

% Determinarea eficientei PL la inactivarea mucegaiurilor prezente in
microbiota natural3 a graului si secarei.
¢ Evaluarea potenfialului PL asupra inactivdri mucegaiului Penicillium

expansum UdLTA 3.80 in suc de mere,



< Compararea eficientei tehnologiilor atermice (pulsuri de Iumina, cAmpuri
electrice pulsatorii, ulirasunete) la inactivarea mucegaiului Penicillium
expansum UdLTA 3.80 in suc de mere.
Teza de doctorat a fost elaboraid in pericada 2008-2011, in cadrul Universititii ,,Dunirea de
Jos™ Galafi, Facultatea de $tiin{a si Ingineria Alimentelor, Platforma de cercetare si formare
»Bioaliment” si in laboratoarele Departamentului de Tehnologii Noi din cadrul Facultafii de
Agronomie, Universitatea din Leida, Spanta,

STRUCTURA TEZEI DE DOCTORAT

Teza de doctorat este prezentatd pe 171 de pagini si se compune din doud pérfi: o parte de
studiu documentar care contine 1 capitol §i o parie de cercetdri originale si echipamente
utilizate pe parcursul cercetarilor, structurate pe 6 capitole. Lucrarea contine 50 de figuri si
grafice si 37 de tabele. Bibliografia contine 142 de titturi.



STUDIU DOCUMENTAR

Studiul documentar, intitulat intitulat Stadiul actual al cunoasterii privind utilizarea
pulsurilor de lumind (PL) in industria alimentard, prezinta cele mai noi informatii apéirute pe
fluxul principal de publicaii in domeniul abordat, grupate intr-un capitol, cu referire la:

¥" Descrierea pulsurilor luminoase.

¥" Factori care determini eficienta tratamentului cu pulsuri de lumina.

v Mecanismul de inactivare.

v Inactivarea microorganismelor cu pulsuri de lumina.

STUDIU EXPERIMENTAL
Partea experimentali prezint rezultatele originale si contributiile stiintifice la dezvoliarea
cunoagterii §i este structuratd in gase capitole distincte, dupd cum urmeazi.
Capitolul 2, intitulat Echipamente utilizate in experimente, descrie echipamentele utilizate
pentru realizarea experimentelor efectuate pe parcursul stagiului doctoral.
Capitolul 3, Modele matematice utilizate la prelucrarea statistica a rezultatelor, prezinty
modelele matematice utilizate pentru descrierea matematici a inactivirii mucegaiurilor
testate in experimentele acestel teze.
Capitolul 4, intitulat Efectul de inactivare al pulsurilor de lumind asupra mucegaiurilor
prezente in sisteme model, descrie rezultatele obfinute la inactivarea cu pulsuri de lumini a
mucegaturilor: Penicillium expansum 3.80, Penicillium roqueforti, Penicillium camembertii,
Penicillium nalgiovense, Aspergillus candidus, Aspergillus niger, Cladosporium herbarum si
Geotrichum candidum, calculul timpului de reducere decimald si a valorii z pentru cele 8
mucegaiuri.
Capitolul S, denumit Efectul de inactivare al pulsurilor de lumind asupra mucegaiurilor
prezente pe cereale prezintd rezultatele obfinute la inactivarea mucegaiurilor din microbiota
naturald a gréului si secarei prin aplicarea de pulsuri de lumin4, in prezenta sau absenta unor
filtre de lumind. De asemenea, in acest capitol a fost studiat §i efectul pulsurilor de lumini

asupra capacitifii de germinare a cerelelor.



Capitolul 6, intitulat Efectul de inactivare al pulsurilor de luming la tratarea sucului de
_mere

descrie rezultatele obfinute la inactivarea mucegaiului Penicillium expansum UdLTA 3.80
inoculat artificial in suc limpede de mere, prin aplicarea de pulsuri de lumind, in prezenta sau
absenta unor filtre de luming. Tot in acest capitol a fost studiat si efectul pulsurilor de lumin#
asupra pH-ului, substanfei uscate si a culorii sucului de mere inoculat artificial cu Penicillium
expansum UdLTA 3.80.

Capitolul 7, denumit Efectul tratamentelor atermice (pulsuri de luming, cdmpuri electrice
pulsatorii de inaltd intensitate, ultrasunete) si al tratamentului termic asupra inactivarii
mucegaiurilor prezente in lichide prezintd rezultatele obfinute la inactivarea mucegaiului
Penicillium expansum UdLTA 3.80 inoculat artificial in suc limpede de mere, prin aplicarea
de tratamente atermice §i tratamente termice. De asemenea, In acest capitol a fost studiat i
efectul tratamentelor atermice si a tratamentelor termice asupra pH-ului, substantei uscate si

a culorii sucului de mere inoculat artificial cu Penicillium expansum UdLTA 3.80.

Echipamente, Modele matematice

Pentru realizarea experimentelor au fost utilizate urmitoarele echipamente: Instalafia de

laborator pentru procesul cu pulsuri de luming, din cadrul Facultaii de Stiinga i Ingineria

Alimentelor, Instalatia cu pulsuri de luming XeMaticA-2I, System, Instalatia pentru tratamentul

cu campuri electrice pulsatorii de inaltd intensitate tip OSU-4F, Instalafia de laborator pentry

tratamentul cu ultrasunete tip UP400S Hielscher, Instalatia de iaborator pentru tratamentul

termic, din cadrul Departamentului de Tehnologii Noi, Universitatea Licida. in ceea ce priveste

prelucrarea matematici a rezultatelor obfinute in cadrul experimentelor s-au utilizat dous modele

matematice: Bigelow §i Weibull. Rezultatele experimentale au fost analizate cu ajutorul
programului Statgraphics Plus Versiunea 5.1 (Statistical Graphics Co., Rockville, MD, USA).
Pentru prelucrarea statistic a rezultatelor s-a utilizat testul Duncan (coeficient sermnificativ de

5%).



REZULTATE EXPERIMENTALE

4. Efectul de inactivare al pulsurilor de lumini asupra mucegaiurilor prezente tn

sisteme model

Microoganisme - Au fost studiate urmitoarele mucegaiuri: Penicillium expansum 3.80,
Penicillium roqueforti, Penicillium camembertii, Penicillium nalgiovense, Aspergillus
candidus, Aspergillus niger, Cladosporium herbarum i Geotrichum candidum.

Metode de numirare a microorganismelor - Pentru stabilirea concentragiei de spori de
mucegai din inocul s-a utilizat metoda de numarare cu camera Thoma (Tofan et al., 2002).
Pentru stabilirea numarului de sport viabili inainte si dup# tratamentele de inactivare cu PL,
numérul de mucegaiuri a fost determinat in conformitate cu standardul ISO 21527-2/2009.
Metoda de inactivare a sporilor de mucegai

Pe o lamé de sticl3 sterila, s-a trasat cu marker-ul o suprafats de 4 cn’. In aceasts suprafatj s-
au repartizat cite 100 uL suspensie de spori din fiecare mucegai utilizat in acest studiu.
Suspensia a fost uscati la temperatura camerei in curent de aer cald, Dupi uscare, lamele cu
suspensie de spori au fost supuse tratamentului cu pulsuri de fuming

(U = 1000-2000V, fluenta 0,774, 1,741 i 3,096 Jen?, timp 0,02 - 0,3 sec., numirul de
pulsuri: 0, 10, 20 si 30). Dupd tratarea cu pulsuri de luming, lama de sticla a fost introdusa
intr-un Erlenmeyer cu 10 mL ser fiziologic steril. Pentry a trece sporii de pe lami in ser
fiziologic, Erlenmeyer-cle au fost agitate pe shaker timp de $ minute la 200 rot/min

Rezultate obtinute si interpretarea lor

Efectul PL asupra aceluiasi tip de spor si cu aceiasi culoare

Mucegaiurile utilizate in acest prim experiment au fost: Penicillium expansum 3.80 cu
Penicillium roqueforti §i Penicillium camemberti cu Penicillium nalgiovense. Variafia
numirylui de spori viabili de Penicillium expansum 3.80 si Penicilliun roqueforti, la diferite
fluenfe (0,774, 1,741 si 3,096 Jicm?) este reprezentatd in figura 4.1. §i 4.2. Datoritd fluentelor
relativ scizute utilizate in timpul experimentelor, care sunt limitate de instalatia utilizata

comparativ cu alte instalafii, cel mai inalt nivel de inactivare atins a fost de 4,59 log ufe/em” si



3,91 log ufc/om® pentru Penicillium expansum 3.80 i respectiv Penicilliun rogueforti la

aplicarea a 30 de pulsuri la fluenta de 3,096 J/em®.
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Figura 4.2. Cinetica inactivirii mucegaiului P. roqueforti la diferite fluente gi numdr de pulsuri

Cinetica inactivirii sporilor de mucegai de P. expansum si P. rogueforti a fost modelata cu
ajutorul modelului de ordinul intéi, modelul Bigelow si aga cum se observé in figurile 4.2. §i



4.3. curbele de inactivare obtinute prin aplicarea modelului linear Bigelow descriu cu
acuratefe inactivarea celor doug mucegaiur.

De asemenes, din valorile obtinute pentru coeficientii de regresie (R%) st factorul de
precizie (A (tabelul 4.4. i 4.5.) rezultd ci modelul Bigelow a fost capabil s3 estimeze cu
acuratefe viteza supraviefuirii sporilor de P. expansum  si P. rogueforti in tratamentul de
inactivare cu PL,

Tabelul 4.4, Valorile D la diferite fluen fe pentru P. expansum
: . . Factorul de
Fluenta D y .- Deviatia - Eroarea :
5 precizie
@em®)  (sec.) i standard  standard
o (Ap
0,774 26,876 98,841 0,253 0,052 1,043
1,741 11,192 95962 0,116 0,233 1,141
3,096 5,779 99,482 0,156 0,121 1,038
Tabelul 4.5. Valorile D la diferite fluenge pentru P. roqueforti
Fluenta , Deviatia ~ Eroarea  Factorul de
5 D (sec) 'R
(J/em®) standard  standard Precizie (Ag)
0,774 30,593 98,759 0,093 0,048 1,073
1,741 15,679 95018 0,108 0,177 1,096
3,096 7,839 99,632 0,141 0,103 1,041

in ceea ce priveste mucegaiurile Penicillium camembertii §i Penicillium nalgiovense, dupi
tratamentul cu PL, cel mai bun nivel de inactivare obfinut a fost de: 4,18 log ufc/em® pentru
Penicillium nalgiovense $13,76 log ufc/cm’ pentry Penicillium camembertii (Fig. 4551 4.6).
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Figura 4.5, Cinetica inactivdrii mucegaiului P. camembertii la diferite fluenfe si rumdir de
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Figura 4.6. Cinetica inactiviirii mucegaivlui P. nalgiovense la diferite fluente yi numdr de
pulsuri

Din tabele 4.6 §i 4.7. se observi ci pentru sporii de P. camembertii timpul de reducere
decimala a sciizut odatd cu cresterea fluentei aplicate. Valorile pentru timpul de reducere
decimald pentru P. camembertii a variat de la 18,159 secunde la 8,175 secunde, intre fluenfa de
0,744 Jer si 3,096 Jem?, ceea ce reprezintd o scidere de 2,22 ori, acest lucru reprezentind

faptul ci viteza de inactivare a sporilor de mucegai creste odatd cu cresterea fluentei. Pentru
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sporii de P. nalgiovense, timpul de reducere decimals a variat de la 14,894 secunde la 7,671
secunde, acest lucru reprezentand o scidere de 1,94 ori, in aceleasi conditii de tratament.

Tabelul 4.6, Valorile D la diferite fluente pentru P, camembertii
Fluenta o 2 Deviatia Eroarea. ' . Factorul de
2 D(sec) R .
Jem™ ... standard standard precizie (A()
0,774 18,159 99,251 0,008 0,059 1,048
1,741 13,404 97,351 0,082 0,147 1,088
3,096 8,175 96,536 0,091 0,301 1,051
Tabelul 4.7. Valorile D la diferite fluente pentru P.naigiovense
Fluenta ) Deviatia Eroarea Factorul de
3 D (sec.) R . . :
(J/em®) standard standard precizie (Ay)
0,774 14,894 93,098 0,056 0,227 1,105
1,741 12,190 98,879 0,175 0,108 1,036
3,096 7,671 97,989 0,377 0,202 1,281

Efectul PL asupra unor tipuri diferite de spori cu aceiasi culoare

fn acest experiment au fost utilizate pulsuri de lumning generate la diferite fluente pentru a
inactiva spori de mucegai diferifi ~ fialospori, blastospori si arthrospori. Mucegaiurile utilizate
intr-un prim experiment au fost Penicillium camembertii, Aspergillus candidus si Geotrichum
candidum, iar in cel de-al doilea experiment au fost utilizate mucegaiurile Aspergillus niger si
Cladosporium herbarum, Dupi tratamentul cu PL, cel mai bun nivel de inactivare obfinut a fost
de: 3,76 log ufc/cm® pentru Penicillium camembertii; 5,07 log ufe/cm® pentru dspergillus
candidus §i 3,08 log ufc/em? pentru Geotrichum candidum. Din figurile 4.9, 4.10. 5i 4.11. se
poate observa ci a existat o reducere semnificativd a populafiei de mucegaiuri impreuns cu

cregterea numdrualui de pulsuri si a fluengei aplicate (p< 0,05).
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Figura 4.10. Cinetica inactivirii mucegaiului Aspergillus candidus la diferite fluente i numdr

de pulsuri
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Asa cum se observa in figurile 4.9. - 4.11. curbele de inactivare obfinute descriu cu acuratete
inactivarea mucegaiurilor P. camembertii, A. candidus si G. candidum. in tabelele 4.8, si 49 se
poate observa ca valorile obtinute pentru coeficientii de regresie (R?) au variat de la 96,53 la
99,92, iar valorile factorului de precizie {A) au variat de la 1,074 la 1,281 pentru cele trei
mucegaiuri studiate ceea ce semnifici ci modelul Bigelow a fost capabil si reprezinte cu
acuratete viteza de supraviefuire a sporilor de £. camembertii, A. candidus si G. candidum dupi
tratamentul de inactivare cu PL.

Tabelul 4.8, Valorile D la diferite fluente pentru A. candidus
Fluenta 5 Deviatia Eroarea Factorul de
. D (sec.) R X
(Jlem®) standard standard precizie (Ag)
0,774 12,282 99,569 0,069 0,067 1,187
1,741 8,249 99,793 0,034 0,072 1,029
3,096 5,863 99,921 0,124 0,062 1,078
Fabelul 4.9. Valorile D la diferite fluente pentru G. candidum
Fluenta 2 Deviatia Eroarea Factorul de
p D (sec.) R . .
(Jem’) standard standard precizie (A
0,774 19,219 97,673 0,122 0,101 1,057
1,741 14,478 97,195 0,123 0,142 1,089
3,096 9,843 97.31% 0,581 0,206 1,068

Valorile obfinute pentru timpul de reducere decimali pentru A. candidus si G. candidum,
au variat de la 12,282 secunde la 5,863 secunde, respectiv de la 19,219 secunde la 9,843
secunde. Aceste variafii reprezint3i o scadere de 2,09 ori pentru 4. candidus §i de 1,95 ori pentru
G. candidum.

Pentru cel de-al doilea experiment au fost utilizats pulsuri de lumini generate la diferite
densitafi energetice pentru a inactiva spori de mucegai diferiti — fialospori si blastospori; foarte
inchisi la culoare, negru si, respectiv, verde inchis spre negru. Mucegaiurile utilizate in acest
experiment au fost: Aspergillus niger si Cladosporium herbarum. In urma tratamentului cu PL,
nivelul cel mai mare de inactivare obtinut a fost de 2,88 log ufc/em? pentru 4. niger, la aplicarea
2 30 de pulsuri cu fluenfa de 3,096 Jom®. In aceleagi conditii de tratament pentru C. herbarum,
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nivelul cel mai mare de inactivare a fost de 2,67 log ufc/cm’. Se poate observa din figurile 4.15.
§i 4.16. ¢i a existat o reducere semnificativa a sporilor de mucegai odatil cu cresterea fluentei si
a numirutui de pulsuri (p< 0,05).
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Figura 4.15. Cinetica inactivdrii mucegaiului Aspergillus niger la diferite fluente si numdr de
pulsuri
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Figura 4.16. Cinetica inactivirii mucegaiului Cladosporium herbarum la diferite fluense gi
numdr de pulsuri

Din figurile 4.15. gi 4.16. se poate observa ci curbele de inactivare objinute prin aplicarea
modelului linear Bigelow descriu cu acuratefe inactivarea celor dous mucegaiuri. Din valorile
obinute pentru coeficientii de regresie (R? si factorul de precizie (A9 rezults ci modelul
Bigelow a fost capabil s estimeze cu acuratete rata supraviefuirii sporilor de 4. niger si C.

herbarum in tratamentul de inactivare cu PL.
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Tabelut 4 19, Valorile D Iq diferite  fluente Pentru A. niger
Fluenta ‘ Devi
! © Dsec) g? eviatia Eroma Factorul ge
(Jem®) standard standard precizie (A;)
0,774 21,381 98,479 0,108 0,073 1,053

1,741 16,649 92,510 0,193 0,196 1,149

3,096 10,177 97,545 0,162 0,189 1,086
Tabelul 4,17, Valorile D 1n diferite fluente pengry ¢ herbarum
Fluenta Deviatia E Factorul

! Dec) g2 ti roarea actorul de
(Jem?) standard standard precizie (A
0,774 19,599 97,026 0,240 0,106 1,098
L741 13,727 98,731 0,085 0,102 1,065
3,09 11,014 98,931 0,093 0,116 1,057

Din tabelele 4.10. 5i 417 se observi ca fntre fluena de 0,744 J/om? si 3,096 J/em? inactivares
sporilor este accelerats, jar timpul de reducere decimalz scade de la 21,381 secunde pentru
fluenta de 0,744 Jiom? 1o 10,177 secunde pentry fluenfa de 3,096 Jem?, ceeg ce reprezints o
scadere de 2,10 o pentru 4 niger. fn aceleasi condifii de tratament pentry ¢ herbarum,
timpul de reducere decimali scade de la 19,599 secunde la 11,014 secunde, ceeg ce reprezinii o
scédere de 1,77 orj,

Efectul PI, asupra aceluiasi tip de spor dar de culoare diferity

in acest experiment au fost utilizate pulsyri de luming generate 5 diferite fluente pentru a
inactiva spori de Mmucegai de acelagi tip ~ fialospori, dar de culoare diferits. Mucegaiurile



inactivare atins a fost de 2,88 log ufc/em? i 5,07 log ufe/cm? pentru 4. niger si respectiv 4.
candidus la aplicarea a 30 de pulsuri la fluenja de 3,096 J/em?.

Numar de pulsuri
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Figura 4.19. Cinetica inactivéirii. mucegaiului Aspergillus niger la diferite fluente si numar de
pulsuri
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Figura 4.20. Cinetica inactivarii mucegaiului Aspergillus candidus Ia aplicarea a diferite
Sluenge i numer de pulsuri

Efectul PL asupra sporilor de mucegai

Din experimentele efectuate asupra sporilor de Penicillium expansum; Penicillium
roqueforti, Penicillium camembertii; Penicilltum nalgiovense; Aspergillus candidus;
Aspergillus niger, Cladosporium herbarum st Geotrichum candidum se observi ci mucegaiul
care se inactiveazi cel mai rapid este P. roqueforti deoarece acest mucegai are o valoare z de

0,791 Jem?, iar mucegaiul care s inactiveazi ce] mai greu este A. candidus, a cirui valoare
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roqueforti.

Tabelul 4.12. Caracteristicile sporllor de mucegaiuri utilizate in experimendyri

Miirimea Aspectul
Tipul de : : Valoarea z
Moucegaiul Sporului - Culoare suprafefei s
. spor ‘ . . (Wem®)
(um) - sporilor
P. expansum Fialospor 200 - 500 Verde neted3 0,853
P. roqueforti Fialospor 100 - 200 Verde neteds 0,791
P. camembertis Fialospor 200 - 400 Alb netedi 1,802
P. nalgiovense Fialospor 150 - 400 Alb neteds 2,492
A. candidus Fialospor 500 - 1000 Alb netedi 2,804
A niger Fialospor 1000~ 3000 Negru rugoas} 1,919
Verde
C herbarum Blastospor 40 - 60 b rugosi 1,606
Tun

G. candidum Arthrospor 10-40 Alb neteds 2,097

De asemenea, se mai poate observa cg P. camembertii (z = 1 802 Vem?), a carui formatiune
sporala este fialosporul se inactiveazs mai rapid declt A. candidus (z = 2,804 Jem® care

de 4. candidus. Din observafiile descrise Pani in acest moment se poate afirma ci mirimea
sporilor este un factor ce contribuie la eficienta inactivarij mucegaiurilor prin PL.

Din rezultatele obfinute, in acest experiment, se maij observd ci dintre cele patru
mucegaiuri de culoare albd, dar cu formatiunea sporal diferits, fialosporii sunt mai ugor
distrusi decar arthrosporii, cy excepfia fialosporilor de A, candidus care se inactiveazi ce|

~T }
L
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mai lent, Insi acest din urm mucegai are cea mai mare formafine sporala. in ceea ce privegte
mucegaiul C. herbarum (z = 1,606 J/cm?) §i 4. niger (z = 1,919 Jiem®) se poate observa c4

blastosporii sunt mai repede distrugi decét fialosporii.

Concluzii partiale

o Nivelul de inactivare a mucegaiurilor studiate creste odatd cu cresterea fluenfei si a
numirului de pulsuni aplicat.

o Aplicind regresia liniari au fost estimate valorile timpului de reducere decimalj si
factorul z, in cazul inactivérii sporilor de mucegai, iar pe baza valorilor obfinute
pentru acesti parametri au fost realizate concluziile.

o Culoarea sporilor are importan{a in ceea ce privegte usurinta inactivirii deoarece
mucegaiurile deschise la culoare sunt inactivate mai greu decét cele inchise la
culoare; lucru dovedit de faptul ca fialosporii verzi §i negri se inactiveazi mai usor
decit fialosporii albi.

o Mairimea sporilor este un factor important peniru efiecienta tratamentului cu PL,
astfel cd sporii de dimensiuni mai mici sunt mai repede inactivati decat cei de
dimensiuni mai mari; fucru dovedit de faptul cd P. expansum se inactiveazi mai greu
decét P. rogueforti, iar sporii de P. expansum sunt mai mar dect sporii de P.
roquefort.

o Din valorile obfinute pentru coeficientul z se poate concluziona c4 tipul de spor nu are
importantd In ceea ce priveste eficienta inactivirii ci doar culoarea §i mirimea
sporului.

o Cinetica inactiviri celor 8 mucegaiuri a fost descrisa cu ajutorul modetului de ordinul
inthi, modelul Bigelow, corelatia dintre valorile experimentale si cele estimate de
model a fost foarte bund si erorile standard calculate au valori mici, sugerénd o bun¥

estimare a parametrilor de inactivare.
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5. Efectul de inactivare al pulsurilor de lumin asupra mucegaiurilor
prezente pe cereale

Materiale si metode
Cereale - in acest studiu s-au utilizat urmstoarele cereale;

a) 2 probe de griu; - una originar din Roménia de la firma Solaris Plant, Roménia;
- una originari din Lleida, Spania, de ia Facultatea de Agronomie din
Lleida
b) 2 probe de secari: - una originard din Roménia de la firma Solaris Plant, Roménia;
- una originaré din Lleida, Spania, de la Facultatea de Agronomie din
Lleida

Medii de culturi

Mediu selectiv pentru numirarea fungilor

Rose Bengal Chloramphenicol Agar (g/L): Peptoni papainica de soia —~ 5 g; Glucozi - 10 g;
Fosfat monopotasic - 1 g; MgSo0,-7H,0 - 0,5 g; Rose bengale - 0,05 g; Chloramphenicol -
0.1 g; Agar agar bacteriologic — 13 g pH (25°C)=72 = 0.2,

Materiale de ambalare

Pentru ambalarea in conditii asepiice a cerealelor s-a utilizat folie de polipropilens, cu
grosimea de 64 um, permeabils la 0, 5i CO; la 110 5i 550 cm3/m2/bar/zi, la 23°C §i 0%RH,
de la Tecnopack SRL, Mortara, Halia,

Metode de analizi

Determinarea umidititii:

Confinutul initial de api al cerealelor a fost determinat prin metoda lents, a uscirii in etuv la
103 +2°C, timpde 2 h.

. Determinarea a,,

Determinarea activitafii apei s-a realizat cu ajutorul aparatului AQUALAB CX-2 (Decagon,
Pullman, WA, USA).
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Determinarea pH-ului

Determinarea pH-ului s-a realizat cy ajutorul pH-metrului XS-510 Cyber-Scan.
Aceste analize au fost efectuate doar pentru probele martor.
Tratamentul cu PL

O cantitate de 10 g de graw/secard a fost ambalaty aseptic in pungi confectionate cu ajutorul
aparatului de ambalat ROVE BLOC, dupi care au fost tratate cu pulsuri de lumina. Cerealele
astfel ambalate au fost asezate intr-un singur strat in interiorul pungii in scopul de putea fi
expuse luminii pulsante pe ambele parfi. Punga a fost suficient de stramta (8 x 10 mm), ceea
ce a permis asezarea boabelor intr-un singur strat si a minimizat rotatia boabelor la
Intoarcerea pungii. Au fost efectuate dous grupuri de experimente: 1) in primul grup de
experimente a fost studiat efectul numirului de pulsuri asupra inactivirii mucegaiurilor
prezente in microbiota cerealelor, Fluenfa pulsului a fost de 0,4 Jem® in acest grup de
experimente, iar numarul de pulsuri: 2x5; 2x10; 2x15; 2x20; 2x30 si 2x40. Pentru acest set
de experimente au fost functionale ambele lampi. in acest caz, energia primiti de cereale si
care a contribuit la inactivarea mucegaturilor, a variat de la 6,4 J/g la aplicarea 2x5 pulsuri de
lumind la 51,2 J/g la aplicarea a 2x40 de pulsuri de lumini (calculele au luat in considerare
fluenfa, numarul de pulsuri si suprafafa stratului de cereale formats din 10 g de proba
ambalati in pung¥).

2) in cel de-al doilea grup de experimente tratamentele s-au efectuat cu fluenta de 0,4 Jiem?,
iar numarul de pulsuri a fost de: 2x5; 2x10; 2x15 si 2x20. Tot in acest experiment au fost
utilizate filtrele: Pyrex gi Makrolon pentru fluenfa i numarul de pulsuri specificate mai sus.
Pentru acest grup de experimente s-a utilizat un dispozitiv metalic special care a acoperit
lampa de jos a aparatului, in acest mod fiind funcfionald doar lampa de deasupra. In interiorul
acestui dispozitiv a fost amplasata proba dupa care a fost acoperitd cu filtrul de Iumina. in
timpul acestor tratamente, cerealele au primit un numir egal de pulsuri pe ambele pirti, ca
urmare a intoarcerii pungii, la jumitatea duratei de tratament astfel incat numérul total de
pulsuri primit de cereale a fost de 10, 20, 30 5i 40.

Analize microbiologice

in condifii sterile, fiecare probd a fost omogenizatd cu 90 mL ap3 peptonaty sterils (0,1%)
intr-un omogenizator Stomacher Lab Blender 400 (Seward medical, London, England), timp
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de 2 minute. Dupa omogenizare, din omogenat au fost ficute dilufii seriale si inoculate in
placi Petri. Peste fiecare probd a fost tumat 10mL de mediu Rose Bengal Chloramphenicol
Agar (RBCA Biokar Diagnostics, Beauvais, France). Placile Petri au fost termostatate in
termostat la temperatura de 25 + 1°C timp de 5 zile (IS0 21527-2/2009). Dupi termostatare
au fost numérate coloniile, iar rezultatele au fost exprimate sub forma: Log ufc/g/proba.

Toate probele au fost lucrate in duplicat.
Determinarea capacititii de germinare a cerealelor

Puterea de germinare a semingelor de grau si secari a fost evaluats ca procent de seminfe
capabile s& germineze. O suti de seminfe tratate cu PL au fost puse intre doud discuri de
filtru umezite intr-un vas Petri. Acelagi lucru a fost realizat §i pentru o suts de seminte
netratate, fiind consideratd proba martor. Apa a fost pulverizati pe boabe din 12 in 12 h, pe o
perioada de 48 h la 25°C pentru a oferi semintelor viabile si germineze suficients umiditate.
Apoi, seminfele au fost examinate vizual, iar procentul de seminfe germinate a fost
determinat. Puterea germinativi a seminfelor tratate cu PL a fost comparatd cu cea

semintelor netratate.

Rezultate obtinute i interpretarea lor

Inactivarea mucegaiurilor prezente in microbiota graului $1 secarei

Dupa tratamentul cu pulsuri de lumini reducerea maxim# a numarului de mucegaiuri &
crescut progresiv de la 2,53 log ufc/g Ia aplicarea a 2x5 pulsuri la 3,81 log ufc/g in cazul
grautui cu Incércatura microbiani inigiald de 2,2x10° ufc/g, pentru tratamentului cu 2x40 de
pulsuri. Rezultate similare au fost obfinute pentru gréul cu incircitura microbiani inijials de
1,5%10% ufe/g. In acest caz, nivelul de inactivare a crescut progresiv de la 1,21 log ufc/g la
aplicarea a 2x5 pulsuri la 3 log ufe/g la aplicarea a 2x40 de pulsuri. In fig. 5.1. este
reprezentat inactivarea sporilor de mucegai in urma tratamentului cu PL pentru ambele

probe de griu.
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Figura 5.1. Inactivarea mucegaiurilor in probele de grdu dupd tratamentul cu PL
(caracteristicile pulsului: durata 0,3 ms; fluenta: 0,4 J/cm®)

in urma acestui prim experiment s-au observat diferente semnificative (p< 0,05) intre
toate tratamentele, acest lucru indicdnd faptul c3 prin utilizarea unw numdr cét mai mare de
pulsuri va rezulta o inactivare a mucegaiurilor mai mare. De asemenea, in figura 5.1. se
observd ci in cazul probelor de griu cu incdrcitura inifiald mai mici, §i numirul de
mucegaluri supravietuitoare a fost mai mic. Spre exemplu, atunci cand au fost aplicate un
numar de 2x40 pulsuri probelor de griu cu incarcitura inifiald de 2,2x10° ufc/g, numirul de
mucegaiun supraviejuitoare a fost de 1,52 log ufc/g, in timp ce pentru gréul cu incirctura
inipala de 1.5x10* ufc/g, numarul de mucegaiuri supravietuitoare a fost de 1,18 log ufc/g.

Ca § in cazul griului, si pentru secard, au fost efectuate doud tipuri de experimente
pentru 2 abserva gradul de inactivare al mucegaiurilor prezente pe probe si pentru a verifica
dack :pozzele sustinute in cazul probelor de gréu se confirmi §i pentru secard. in urma
rzamentis cu PL inactivarea maxima a fost obfinuti pentru tratamentut cu 40 de pulsuri §i
pers. cw:hele cu incArchtura microbiand inifiald de 3,5x10* ufc/g cét i pentru cele cu
‘nogroim oz —crobiani inifiala de 4,4x10° ufc/g. Nivelul inactiviirii mucegaiurilor, asa cum
52 ower i ¢ o2 fig 5.2, a crescut progresiv odatd cu cregterea numarului de pulsuri. Pentru
e oo 3 pulsur, nivelul inactivirii a fost de 1,13 log ufc/g si 0,56 log ufc/g pentru
sr~mes . ncircira microbiand initiald de 3,5x10* ufc/g, respectiv 4,4x10° ufc/g, iar

. TEETer i ou 2x40 de pulsuri nivelul inactivirii a fost de 2 log ufc/g §i 1,38 log ufe/g
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pentru probele cu incircitura microbiana inifiald de 3,5x10* ufc/g, respeciiv 4,4x10° ufc/g. in
acest experiment, s-au observat diferente semnificative (p<0,05) fintre toate tratamentele,
acest lucru indicénd faptul ci nivelul inactivarii mucegaiurilor va creste odatd cu cresterea

numdrutui de pulsuri .
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Figura 5.2, Inactivarea mucegaiurilor i probele de secard dupd tratamentul cu PL
(caracteristicile pulsului: durata 0.3 ms; fluenta: 0,4 J/cmz)

Nivelurile scizute ale inactivirii mucegaiurilor din ambele probe de secars obfinute in
acest experiment se pot datora faptului c semintele de secari au o culoare mai inchis dechit
semintele de gréu, iar pentru obfinerea unor niveluri mai ridicate de inactivare este nevoie de
o cantitate mai mare de energie. Se stie cd produsele inchise la culoare absorb mai multi
energie decat produsele deschise la culoare. Un alt factor care probabil a influentat acest
tratament a fost incircitura microbianz initiala. Cu c4t incarcitura microbiana este mai micj

si nivelul de inactivare este mai mic.

Inactivarea mucegaiurilor prezente in microbiota graului si secargi in prezents filtrelor Pyrex

si Makrolon

in cel de-al doilea grup de experimente fluenfa utilizati pe parcursul tratamentelor a
fost de 0,4 J/em?, iar numarul de pulsuri a fost de: 2x5; 2x10; 2x185; si 2x20. De asemenea, in
acest experiment s-au utilizat §i dous filtre: filtrul Pyrex si filtrul Makrolon. Pentru probele

de grau cu incircatura microbiana inifiala de 2,2x10° ufc/g, decontaminarea maximi a fost de
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2,5 log ufc/g la aplicarea a 2x20 de pulsuri, iar pentru probele cu incircatura microbiand
inifiala de 1,5x16* ufc/g nivelul maxim de decontaminare a fost de 1,53 log ufc/g in aceleasi
conditii de tratament (Fig. 5.3.2).

in cel de-al doilea grup de experimente s-au utilizat si filtrele Pyrex si Makrolon pentru a
observa daci spectrul de radiafii utilizat in timpul tratamentelor cu PL influenteazd
inactivarea mucegaiurilor. Filtrul Pyrex blocheazi tot spectrul luminii p4na la lungimea de
unda de 305 nm si permite trecerea luminii UVA, UVB si VIS, iar filtrul Makrolon
blocheaza tot spectrul luminii pand la lungimea de undd de 400 nm gi permite trecerea
luminii VIS. in urma tratamentelor cu filtrul Pyrex s-au obfinut urmitoarele niveluri de
inactivare: 1,21 log ufc/g in cazul probelor cu Incircitura microbiand initial de 2,2x10° ufc/g
si 1,04 log ufc/g pentru probele cu Iincircdtura microbiand initiald de 1,5x10* ufc/g in urma
aplicirii tratamentului cu 2x20 de pulsuri (Fig. 5.3.b). Pentru tratamentele cu filtrul Makrolon
nivelul inactivirii este aproape inexistent agsa cum se observé §i din figura 5.3 ¢. Dintre cele
trei tratamente cu fluenga de 0.4 Yom?, tratamentul fara filtre a fost cel mai eficient in cazul
inactivarii mucegaiurilor prezente pe probele de griu, asa cum se observé si din graficele
prezentate mai jos.
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Figura. 5.5. Influena spectrului luminii la inactivarea mucegaiurilor prezente pe probele de
grdu cu incdredturi inifiale diferite (caracteristicile pulsului: durata 0,3 ms;
fluenta luminii nefiltrate 0, 4Wem’)

in urma aplicarii tratamentutui cu PL cu filtre si £ir4 filtre pentru probele de secara, pentru
tratamentul cu 2x5 pulsuri nivelul inactivirii a fost de 1 log ufc/g si 0,35 log ufc/g pentru
probele cu incarcitura microbiana inifiald de 3,5x10° ufc/g, respectiv 4,4x10° ufc/g. Pentru
tratamentul cu 2x20 de pulsuri nivelul inactivirii a fost de 1,57 log ufc/g si 1,06 log ufc/g
pentru probele cu incircitura microbiana inifiald de 3,5x10* ufc/g, respectiv 4,4x10° ufc/g
(fig. 5.4 a). In cazul utilizarii filtrului Pyrex nivelul de inactivare al mucegaiurilor din probele
de secard a fost si mai mic, aga cum se observd in figura 5.4 b. Cénd a fost utilizat filtrul
Makrolon nivelul inactivirii a fost aproape zero in comparatie cu nivelurile obtinute pentru
celelalte doud tratamente, tratamentul fiira filtru si cu filtru Pyrex (fig. 5.4 c).
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Figura. 8§.6. Influenta spectrului luminii la inactivarea mucegaiurilor prezente pe probele de
secard cu Incdredturi inifiale diferite (caracteristicile pulsului: durata 0,3 ms;
fluenta luminii nefiltrate 0,4J/cm?)

Efectul PL cu privire la capacitatea de germinare a semintelor de cereale

Tratamentul cu PL nu a afectat in mod substantial puterea de germinare a semintelor de

cereale (tabelul 5.3. si 5.4.). Puterea de germinare a semintelor de griu netratate a fost 91 -
94%, in timp ce cea a seminielor tratate a variat de la 89% la 76% pentru probele de grau cu
incircitura inifiald de 2,2x10° ufc/g si de la 92% la 80% pentru graul cu incércitura inifiald
de 1,5x10* ufc/g, dupa aplicarea de 10 — 80 de pulsuri cu fluenta de 0,4 J/cm®/puls.

in mod similar puterea de germinare a semingelor de secari netratate a fost de 94 - 95%, in
timp ce cea a semintelor tratate a variat de la 91% la 78% pentru secara cu incarcatura initiala
de 3,5x10* ufc/g si de la 94% la 84% pentru probele de secard cu incércitura inifiali de
43x10° ufc/g, in aceleasi conditii de tratament ca si la griu.
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Tabelul 5.4. Puterea de germinare a semintelor de griu tratate cu PL (caracteristicile

pulsului: durata 0,3 ms, fluenta de 0,4 J/cmz)

Inciircarea Puterea de germinare, %

initiali, Numir de 0 2x5 2x10 2x15 2x20 2x30 2x40
ufc/g pulsuri
Nivelul 0 6,4)/g  12.8J/)g 192)/g 25,6)/g 384l/g 512)/g
energiei
2,2x104 91+0,7a 89+14a 87+0,7a 84+ 0,4b 80x0,7c 78+ 0,7c 76 0,7¢c

1,5x10°

Tabelul 5.5.  Puterea de germinare a semintelor de secard tratate cu PL (caracteristicile

pulsului: durata 0,3 ms, fluenta de 0,4 Jent)

Incircarea Puterea de germinare, %

initiali, Numirde 0 2x5 2x10 2x15 2x20 2x30 2x40
ufc/g pulsuri
Niveiul 0 6,4J/g  128l/lg 192)/g  25,6]/g 384l/g 51,2l/g
energiei
3,5x10° 94+0,7a 91+ 1,4b 89+0,7b 86+0,0c 83+1,4d 82+21d 78+1,4d

4,3x104 95+14a 94+£0,0a 93+0,7a 91+0,7a 89+0,0b 88+0,7c 84 1,4d
Literele a, b, ¢, d indica diferenfe comparativ cu proba martor considerdnd valoarea test

p<0,05

Concluzii partiale

[¢]

Pe baza rezultatelor obfinute, tratamentul cu PL pare sa fie o alternativd fezabild
pentru inactivarea mucegaiurlor prezente pe boabele de cereale.

Pentru fluenele testate in aceste experimente nu s-a obfinut decontaminarea totall a
mucegaiurilor, insa, incepand de la energia de 32 J/em® se obtine o reducere sub
pragul de 3 log ufc/g, valoare la care se considera ca poate avea loc conservarea cu
succes a boabelor/recoltelor,

Inactivarea mucegaiurilor prin tratarea cu PL este cauzatid de expunerea la lumina
UV, mai ales lumina UV-C, iar VIS nu are niciun efect cuantificabil asupra inactivirii

mucegaiurilor prezente in microbiota natural a graului §i secarei.
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o Cea mai mic modificare a spectrului de lumini UV, utilizat in timpul tratamentelor
cu PL are un impact negativ semmificativ asupra eficientei tratamentului.
o intimpul tratamentului cu PL nu s-a observat schimbarea culorii probelor.
o Puterea de germinare a graului si secarei este afectatd de tratamentul cu PL, dar nu
inir-o masuri foarte mare.
o Rezultatele acestui studiu au demonsirat ci pulsurile luminoase pot fi aplicate

cerealelor pentru inactivarea mucegaiurilor.

6. Efectul de inactivare al pulsurilor de lumin la fratarea sucului de mere

Materiale si metode

Microorganismul

in acest experiment s-a utilizat o cultura purd de Penicillium expansum UdLTA 3.80, izolatd
de pe mere pastrate intr-un depozit frigorific din Lleida, Spania, tulpini inclusé in colecfia de
fungi a Departamentului de Tehnologii Alimentare a Universitatii Lleida. Izolatul a fost

depozitat in eprubete pe mediu inclinat cu PDA.
Inoculul

Tulpina Penicillium expansum UdLTA 3.80 a fost inoculatd in eprubete cu mediu PDA
inclinat ce s-au incubat la 25°C pind in momentul sporularii. Suspensia de spori a fost
pregania dintr-o culturd veche de 2 saptimani. Sporii de mucegai au fost raclafi de pe mediu
cu ajurorul ansei sterile §i suspendafi in ap3 distilatd sterili cu Tween 80% (0,005%).
Con:zentrana de spori a fost determinati cu ajutorul unei camere Thoma.

Sucul de mere

Sucul &2 mere utilizat in experimente a fost un suc limpede (gatben), 12°Bx, Sucul a fost
sz -3 arufcial cu spori de Penicillium expansum UdLTA 3.80. Contaminarea a fost
~2i-72% - zsest experiment pentru 2 niveluri de confaminare: 2,3x10% gi 3x10° spori/mL.
fra-:2 32 razzmentul cu PL, sucul contaminat artificial a fost agitat timp de 10 minute ]a
20— = 25°C Dupa agitare sucul a fost turnat in conditii sterile in cutii Petri pentru a fi

—wx - 3L Paru tratamentul cu PL au fost utilizate trei cantitdfi diferite de suc pentru

28



fiecare nivel de contaminare, astfel: 20 mL (inaltimea stratului 6 mm); 30 mL (indltimea
stratului 8 mm) §i 40 mL (in#ltimea stratului 10 mm).

Metode de analizi
Determinarea pH-ului

Determinarea pH-ului sucului de mere s-a realizat cu ajutorul pH-metrului XS-510 Cyber-

Scan.
Determinarea substantei uscate

Substanta uscatd a sucului de mere s-a determinat cu ajutorul unui refractometru digital
Palette PR-32, Atago U.S.A., Inc. Rezultatele au fost exprimate in °Brix.

Determinarea culorii

Culoarea sucului de mere a fost determinati cu ajutorul colorimetrului Minolta Chroma
Meter CR-400 (Konica Minolta Sensing, INC Osaka, Japonia), calibrat cu o placi albi
standard (Y = 94.00, x = 0.3158 , y = 0.3322). Trei citiri pentru coordonatele; L (luminos); a*
(verde); b* (galben) au fost inregistrate pentru proba. in plus, diferenta de culoare totald
(AE) a fost calculatd folosind ecuatia 5, in comparafie cu martorul si clasificats conform
Cserhalmi ef al. (2006).

AE = (Aa>+ Ab™+ ALY 4

Fiecare mésurare a fost efectuatd in duplicat §i a fost calculats media a doud determindri +

deviatia standard.

Tratamentul cu PL

Pentru acest experiment s-a utilizat instalatia XeMaticA-2L System a cirei descriere a fost
realizatd in subcapitolul 2.2. in acest studiu au fost efectuate dous grupuri de experimente:

1) in primul grup de experimente a fost studiat efectul numirului de pulsuri; al fluentei; al
gradului de contaminare i al indlfimii stratului de proba asupra inactivarii mucegaiului
Penicillium expansum UdLTA 3.80 contaminat artificial in suc de mere. in acest experiment

fluenfa a fost de 0,2 Jem” §i 0,4 Jem/puls, iar numirul de pulsuri aplicate a fost de 2x5;
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2x10; 2x15; 2x20; 2x30 §i 2x40. Pentru tratamentele din acest grup de experimente s-au
utilizat ambele 1&mpi ale aparatului.

2) in cel de-al doilea grup de experimente tratamentele s-au efectuat cu fluenta de 0,4 J/cm?,
iar numdrul de pulsuri aplicate a fost de: 5; 10; 15; 20; 30 si 40. Tot in acest experiment au
fost utilizate filtrele: Pyrex §i Makrolon pentru fluenta si numarul de pulsuri specificate mai
sus, In timpul acestor experimente a fost functionala doar lampa de deasupra.

Analize microbiclogice

Numirul de mucegaiuri 2 fost determinat in conformitate cu standardul ISO 21527-2/2009;
pentru fiecare proba au fost ficute dilutii seriale in apa peptonaté stenild (0,1%). Dupa
omogenizare, din suspensiile obtinute au fost realizate inocul#ri 1n placi Petri. Peste fiecare
proba a fost tumat 10 mL de mediu Rose Bengal Chloramphenicol Agar (RBCA Biokar
Diagnostics, Beauvais, France). Placile Petri au fost termostatate in termostat la temperatura
de 25 + 1°C timp de $ zile. Dupa termostatare au fost numirate coloniile, iar rezultatele au

fost exprimate sub forma: Log ufc/g/proba. Toate probele au fost lucrate in duplicat.

Rezuitate obtinute gi interpretarea lor

Efectul fluentei §i al numirului de pulsuri asupra inactivarii mucegaiului _Penicillium
expansum UdLTA 3.80

Asa cum se observi din figura 6.1, (a §i b), in urma tratamentului cu PL inactivarea
mucegaiului P. expansum UdLTA 3.80 a crescut progresiv odati cu cresterea numarului
de pulsuri §i a fluenfei aplicate (p<0,05). Reducerile decimale obfinute in urma
tratamentului cu PL au variat de la 1,20 log ufc/mL, la aplicarea fluentei de 0,2 J/em? si
10 pulsuri, 12 3,21 log ufe/mL pentru aceiasi fluents §i 80 de pulsuri. in mod similar,
reducenile decimale au variat de la 1,27 la 3,76 log ufe/mL la aplicarea fluenei de 0,4
Jem’ si 10 respectiv 80 de pulsuri.
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Figura 6.1. Diagrama de suprafatii ce descrie influenta numdrului de pulsuri §i a
Sluengei la inactivarea mucegaiului P.expansum UdLTA 3.80

Rezultatele obtinute in acest experiment demonstreazd ¢4 tratamentul cu PL este eficient la
inactivarea mucegaiului P. expansum UdLTA 3.80, insa sunt necesare cercetdri viitoare in
care nivelul fluenjei/numarul de pulsuri si fie mai mare, intrucit numarul de pulsuri si
fluentele utilizate in acest studiu nu au fost suficiente pentru a obfine un nivel al inactivarii
egal sau mai mare de 5 log ufc/mL; acest nivel fiind recomandat de citre FDA pentru
distrugerea patogenilor in procesul de pasteurizare al sucurilor. De asemenea, rezultatele
obfinute reprezinti un punct de start in explorarea tratamentului cu PL la inactivarea

mucegaiurilor pentru procesarea sucurilor cu diferite nivele de claritate.

Efectul inilfimii stratului de lichid asupra inactivirii mucegaiului Penicillium expansum UdLTA
3.80

Dupé tratamentul cu PL, la aplicarea a 80 de pulsuri si fluenfa de 0,2 i 0,4 Jem? (Fluenta
totald = numdr de pulsuri x fluenta aplicatd), pentru inaltimi ale stratului de proba diferite s-a
observat cd pentru inoculul de 2,3x10%spori/mL si indlfimea de 6 mm s-a obtinut cel mai mare
nivelul de inactivare (fig. 6.2.). in aceleasi conditii de tratament, cel mai mic nivel de inactivare
s-a obfinut pentru cele dou inoculuri la tnaltimea stratului de suc de 10 mm.
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Figura 6.2. Efectul PL asupra inactivirii mucegaiului P.expansum UdLTA 3.80 la
diferite tndltimi ale strarului de lichid

Nivelul de inactivare pentru P. expansum UdLTA 3.80 contaminat artificial in suc de
mere a scizut cu cregterea nivelului de contaminare, indiferent de fluenta aplicati (Fig. 6.3.).
Cénd a fost aplicatd fluenta de 16 Jiem? (80 de pulsuri cu fluenta de 0,2 J/em?), nivelul de
inactivare a variat de la 1,30 log ufc/mL la 3,21 log ufc/mL pentru nivelul de contaminare de
3x10° ufc/mL, respectiv 2,3x10* ufe/mL. In conditii similare, dar la o fluentd de 32 Yem? (80 de
pulsuri cu fluenta de 0,4 J/cm?), nivelul de inactivare a variat de la 2,66 log ufc/mL la 3,76 log
ufc/mL.

€ 1 mMartor TFluerta de 16 Jem? O Fiuenia de 32 Jem?

Log ufe/mL.

ax105 2.3 104
Nivalul de contaminare (WfcimL)

Figura 6.3. Efectul PL asupra inactivdrii P. expansum UdLTA 3.80 la diferite niveluri
de contaminare
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Efectul PL asupra pH-ului, substantei uscate si a culorii sucului_de mere inoculat cu P.
expansum UdLTA 3.80

Diferentele pentru indicele de culoare totala (AE) au avut valori scizute pentru fluenta de

0,4 Jem?, filnd cuprinse intre 0,00-0,50 si au fost incadrate ca fiind "invizibile", in
conformitate cu clasificarea fiicutd de Cserhalmi er al. (2006), in timp ce pentru tratamentul
cu fluenta de 0,8 J/em?, valorile pentru indicele de culoare totala au fost cuprinse intre 0,50-
1,50 fiind clasificate ca "usor vizibile". In ceea ce priveste calitatea produsului, pH-ul sucului
si substanfa uscatd acestea nu 2u fost afectate dup# aplicarea tratamentelui cu PL. in urma
acestor determindiri, rezultd ci tratamentul cu PL nu afecteazii calitatile senzoriale i de

compozitie ale lichidelor.

Concluzii partiale

o Efectul PL asupra decontaminarii fungice a sucului de mere este dependent de gradul
de contaminare, indltimea stratului de lichid §i intensitatea tratamentului efectuat
pentru tulpina P. expansum UdLTA 3.80.

o Tratamentul cu PL nu produce modificari ale culorii sucului de mere, atit timp cét
tratamentul nu este foarte puternic, dar induce modificani usoare ¢dnd creste numarul
de pulsuri.

o Componenta UV a pulsurilor nu trebuie s lipseasca din spectrui pulsunicr pentru ca
pulsurile s# aib efectul scontat asupra inactivari mucegaiulw P. exparswm UdLTA
3.80.

o Pulsurile de lumina ar putea fi o alternativd simpli la metodele convenncnaie perce
inactivarea mucegaiului P. expansum UdLTA 3.80 i, prin wrnare, o tehmicd
importantd pentru conservarea sucurilor.

o Studii suplimentare trebuie efectuate pentru a verifica aplicabilitatea tratamentului cu
PL la scard industriala.

o Pentru transpunerea procedeului de tratare a sucului de mere cu PL in vederea
reducerii numarului de mucegaiuri este necesar si se optimizeze tratamentul pentru
urmétorii parametrii: indltimea stratului de lichid §i durata tratamentului in functie de

gradul de contaminare.
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7. Efectul tratamentelor atermice (pulsuri de lumini, cAmpuri electrice
pulsatorii de inalta intensitate, ultrasunete) si al tratamentului termic asupra
inactiviirii mucegaiurilor prezente in lichide

Materiale 5i metode
Materiale utilizate in experimentiri

Sucul de mere

Sucul de mere utilizat in experimente a fost un suc limpede (galben), 12°Bx.
Sucul a fost contaminat artificial cu spori de Penicillium expansum UdLTA 3.80.

Microorganismut

Tulpina Penicillium expansum UdLTA 3.80 a fost inoculatd in eprubete cu mediu PDA
inclinat ce s-au incubat la 25°C pand in momentul sporulirii. Suspensia de spori a fost
pregatité dintr-o culturd veche de 2 siptaméni. Sporii de mucegai au fost raclati de pe mediu
cu ajutorul ansei sterile si suspendati in api distilati sterild cu Tween 80% (0,005%).
Concentrafia de spori a fost determinati cu ajutorul unei camere Thoma.

Metode de analizi

Determinarea pH-ului

Dererminarea pH-ului sucului de mere s-a realizat cu ajutorul pH-metrului X$-510 Cyber-

74

can.
Determinarea substantei uscate

S->siania uscath a sucului de mere s-a determinat cu ajutorul unui refractometru digital
=z2zm2 PR-32, Atago U.S.A,, Inc. Rezultatele au fost exprimate in °Brix.

Determinarea culorii

- —z&za sucului de mere a fost determinatd cu ajutorul colorimetrului Minolta Chroma
wtemer (R-00 (Konica Minolta Sensing, INC Osaka, Japonia), calibral cu o placi aiba
senzani Y = 94.00,x = 03158 |y = 0.3322). Trei citiri pentru coordonatele: L (luminos), a*
-=rx;. >* (galben) au fost Inregistrate pentru probi in plus, diferenta de culoare totals
*Z :z Tostcaleulatd folosind ecuatia 5, in comparatie cu martorul si clasificatd conform

lxemzima 2ral (2006).
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AE=(Ad®+ Ab% ALY 4

Fiecare misurare a fost efectuatd in duplicat, dupa care s-a calculat media a doua determinari
+ deviafia standard,

Tratamente utilizate pentru inactivarea mucegaiului
Tratamentul cu PL

Pentru tratamentul cu PL, a fost utilizatd instalajia XeMaticA-2L System z cira Jescare &
fost relizatd in subcapitolul 2.2. In acest experiment s-au unlizat doua fueze 25 = s
si 0,4 J/cmz/puls, iar numiirul de pulsuri aplicate a fost de 2x3. 2x17 218 2x37. 230 ¢
2x40. Pentru experimentele din acest grup ambele lampi ale apararutw au fost funcyionale in
timpul tratamentelor.

Tratamentul ca cAmpuri electrice pulsatorii de inalti intensitate (HIPEF)

La efectuarea experimentelor cu HIPEF s-a utilizat instalatia OSU-4F. Descrierea instalatiei
a fost prezentata in subcapitolul 2.3.

Tratamentele au fost efectuate cu impulsuri a ciror frecventi a fost de 200 Hz si lifime de 4
ps, pulsurile au fost de formi bipolard. Tratamentele s-au realizat la intensititi ale cAmpului
electric diferite (20, 25, 30 si 35 kV/cm) si la timpi de tratament diferiti (0, 100, 250, 500,
750 st 1000 ps).

Dup# fiecare tratament, produsul a fost refrigerat intr-o baie de api cu gheats, astfel incat
temperatura sa nu a depisit 40°C.

Tratamentul cu ultrasunete

Pentru tratamentul cu ultrasunete s-a utilizat instalatia UP400S Hielscher a cirei descriere a
fost realizat in subcapitoful 2.4.

Sucul de mere a fost pompat intr-o celuld din ofel inoxidabil cu ajutorul unei pompe
peristaltice (model Selecta- PR 2003), fluxul de ultrasunete fiind stabilit ia 100 mL/min, §i
avénd un timp de rezident’ de 16,5 secunde. La procesarea minimi atermica cu ultrasunete a
sucului de mere s-au utilizat amplitudini diferite (30, 60, 90, 100 pm) si timpi de tratament
diferifi (0, 1,1; 2,2; 3,3; 4,4 5i 5,5 minute). Camera de tratament a aparatului este echipati cu
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un sonotrod din ofel inoxidabil, invelit intr-0 manta prin care a curs api rece, astfel Incét
temperatura a fost meninuti sub 40°C,
Tratamentul termic

Pentry acest tratament s-a utilizat o instalafie din dotarea Departamentului de Tehnologii Noi
din cadrul Facultsfii de Agronomie a Universitafii Lleida, Spania. Descrierea aparatului s-a
realizat in subcapitolul 2.5.

S-au realizat 4 tratamente la urmitoarele temperaturi: 48, 52, 54 si 60 °C. Probele tratate au
fost scoase din baia de apd In momente diferite (min) §i ricite imediat prin scufundrea intr-o
baie de apd cu gheati (Universitatea din Lleida, Lleida, Spania).

Rezultate obtinute si interpretarea lor

Inactivarea mucegaiului Penicillium expansum UdLTA 3 80 prin PL

Pentru tratamentul cu PL, nivelul de inactivare al mucegaiviui P. expansum UdLTA 3.80 a
crescut progresiv (p<0.05) o datd cu cregterea numarului de pulsuri aplicat, dar si cu cresterea
fluentei. Pentru fluenta de 0,2 J/em?, cel mai bun nivel de inactivare obfinut a fost de 1,40 log
ufe/mL la aplicarea a 80 de pulsuri. La aplicarea fluentei de 0.4 J/em® $i 80 de pulsuri s-a obtinut
nivelu! maxim de inactivare de 2,21 log ufc/mL. Din rezultatele obfinute se observi ci, prin
aplicarea unui numar mai mare de pulsuri, putem obtine niveluri de inactivare mai mari.

Pentru tratamentul cu PL a fost studiati cinetica de inactivare a mucegaiului Penicillium
expansum UdLTA 3.80 la aplicarea modelului Bigelow. In figura 7.1. este prezentatd curba de
inactivare pentru Penicillium expansum UJLTA 3.80 conform modelului Bigelow.
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Figura 7.1. Inactivarea mucegaiulut Penictiiium exparsum USLTA 3 80 I sul de mewe
conform modelului Bigeiow dupd ratamentv. cu PL

Pentru tratamentul cu PL a fost trasata si cinetica de inactivare conform modelului Weibull,

Din figura 7.2. se poate observa ci curbele de inactivare obtinute s-au potrivit modelului

nonlinear Weibull,
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Figura 7.2. Inactivarea mucegaiului Penicillium expansum UdLTA 3.80 in suc de mere,
conform modelului Weibull dupéi tratamentul cu PL

Inactivarea mucegaiului Penicillium expansum UdLTA 3.80 la aplicarea cAmpurilor electrice
pulsatorii de Tnaltd intensitate (HIPEF)

Acest studiu este primul referitor la efectul HIPEF asupra inactivrii sporilor mucegaiului
Penicillium expansum UdLTA 3.80 prezenfi in suc de mere limpede. In urma tratamentului
cu HIPEF, nivelul de inactivare a crescut progresiv (p<0.05) odati cu cresterea intensitafii

cdmpului electric aplicat, dar §i cu cregterea timpului de tratament, Cel mai bun nivel de
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inactivare obinut a fost de 2,14 log ufc/mL la aplicarea unei intensitati a cimpului electric de
35kV/em si un timp de tratament de 1000 ps. Curbele de supravietuire corespunzitoare
inactiviirii P. expansum UdLTA 3.80 prin HIPEF la diferite intensitati ale cAmpului electric
si diferifi timpi de tratament dupd modelul Bigelow sunt prezentate in figura 7.4.
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Figura 7.4. Inactivarea mucegaiului Penicillium expansum UdLTA 3.80 in suc de mere,
conform modelului Bigelow dupd tratamentul cu HIPEF

Inactivarea mucegaiului P. expansum UdLTA 3.80 a fost modelatd 5i cu ajutorul modelului
Weibull. in figura 7.5. sunt prezentate curbele de inactivare ale mucegaiului £. expansum

UJLTA 3.80 conform modelului Weibull dupa aplicarea tratamentului cu HIPEF.
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Figura 7.5. Inactivarea mucegaiului Penicillium expansum UdLTA 3.80 i suc de mere,
conform modelului Weibull dupd tratamentul cu HIPEF
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Dupé cum se observé in fig. 7.5. rezultatele s-au potrivit bine modelulic Weys -z sders
de supraviefuire ale P. expansum UJLTA 3.80 in urma tratatmenrulu cu HIPEF. a: “os

caracterizate prin valori ale lui o substantial mai mici decit 1.

Inactivarea mucegaiului Penicillium expansum UdLTA 3.80 prin tratamentul cu ulrrasunete (US)

fn urma tratamentutui cu ulirasunete, nivelul de inactivare pentru P. expanswn UdLTA 3.8C a
crescut progresiv odati cu cresterea amplitudinii §i a timpului de tratament (p<0.03). Cel mai
mare nivel de inactivare obtinut a fost de 1,46 log ufc/mL, pentru amplitudinea de 100pm si
un timp de tratament de 5,5 min. Efectele timpului de tratament (min) pentru inactivarea
P.expansum UdLTA 3.80 in suc de mere, in conditiile experimentale investigate au fost
modelate cu ajutorul modelului de ordinul intdi, modelul Bigelow si sunt prezentate in figura
7.7.
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Figura 7.7, Inactivarea mucegaiului Penicillium expansum UdLTA 3.80 in suc de mere,
conform modelului Bigelow dupd tratamentul cu US

$i pentru tratamentul cu US inactivarea mucegaiului Penicillium expansum UdLTA 3.80 a fost
modelat si cu ajutorul modelului Weibull. In figura 7.8. sunt prezentate curbele de supravietuire

ale mucegaiului conform modelului Weibull.
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Curbele de supravietuire ale P. expansum UdLTA 3.80 prin trasarea Log (numdrul
supraviejuitorilor/numdrul initial) vs timp de tratament (min), la diferite niveluri de amplitudine

s-au potrivit modelului de inactivare nonliniar Weibull, asa cum se observa in figura 7.8.
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Figura 7.8. Inactivarea mucegaiului Penicillium expansum UdLTA 3.80 in suc de mere,
conform modelului Weibull dupd tratamentul cu US

Inactivarea mucegaiului Penicillium expansum UdLTA 3.80 prin TT
fn urma tratamentului termic, cel mai bun nivel de inactivare s-a obfinut pentru
temperatura cea mai mare si pentry cel mai mare timp de tratament. Din rezultatele obtinute se
observa ci P. expansum UdLTA 3.80 este foarte sensibil la temperaturd deoarece, dupad 10
minute la temperatura de 60°C, nivelul de inactivare a fost de 6 log ufc/mL. Cinetica de
inactivare s-a potrivit unui mode! de ordinul intéi, modelul Bigelow (fig. 7.10.).
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Figura 7.10, Inactivarea mucegaiuiui Penicillium expansum UdLTA 3 80 in suc de mere.
conform modelului Bigelow dupd mratamentul termic

Modificdrile parametrilor fizico-chimici dup3 tratamentele atermice si tratamentul termic

in ceea ce priveste calitatea produsului, pH-ul sucului §i substan}a uscatd nu au fost afectate

dupa aplicarea tratamentelor atermice dar nici dupi aplicarea tratamentului termic.

Diferentele pentru indicele de culoare totala (AE) au avut valori scizute pentru HIPEF, fiind
cuprinse intre 0,0-0,5 i au fost incadrate ca fiind "invizibile", in conformitate cu clasificarea
facutd de Cserhalmi ef al. (2006), in timp ce pentru tratamentul cu PL, US si TT valorile pentru
indicele de culoare totald au fost cuprinse intre 0,5-1,5 fiind clasificate ca "ugor vizibile ".
Totusi, pentru tratamentul termic se observi c3 valorile pentru indicele de culoare totala sunt mai
mari, asa cum era de asteptat, deoarece se stie ci tratamentul termic determind modificin ale

culorii §i ale altor parametri fizico-chimici.

Concluzii partiale
o Nivelul inactivarii sporilor de P. expansum UdLTA 3.80 a crescut odati cu cresterea
parametrilor specifici: numir de pulsuri si fluenfa pentru PL; timp i intensitatea
cdmpului electric pentru HIPEF; timp i amplitudine pentru US; timp si temperatura
pentru tratamentul termic.
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Analizind rezultatele obfinute pentru tratamentele studiate in acest capitol putem
concluziona cé gradul de inactivare al sporilor de mucegali este direct proportional cu
cantitatea de energie folosit3 pentru inactivarea lor.

Modelarea procesului de inactivare a mucegaiului P. expansum UdLTA 3.80 prin PL,
HIPEF si US s-a realizat cu modelele Weibull si Bigelow in timp ce modelarea
procesului de inactivare cu TT s-a realizat cu modelul Bigelow.

Parametrii fizici ai sucului de mere contaminat cu P. expansum UdLTA 3.80 dupi
aplicarea tehnologiilor atermice §i a tratamentului termic nu au suferit schimbéri
semnificative.

Valorile pentru indicele de culoare totald (AE). au fost incadrate ca fiind “invizibile “
pentru HIPEF si “usor vizibile” pentru PL, US, TT.

Tehnologiile atermice pot fi utilizate la conservarea sucurilor insd probabil prin
aplicarea combinatd a acestor tehnologii sau prin o mai buna optimizare a parametrilor

utilizati In timpul tratamentelor s-ar obtine niveluri de inactivare mult mai mari.

CONCLUZII FINALE

Studiul de tratare cu PL a sporilor a opt mucegaiuri (P. expansum; P. roqueforti; P.
camembertii, P. nalgiovense, A. candidus, A. niger, C. herbarum, G. candidum)
reprezentind mucegaiuri cu tip diferit de spor si aceeasi culoare sau acelagi tip de spor de
culoare diferiti, a dovedit ci, in procesul de inactivare, culoarea are o importantd mai
mare decét tipul de spor.

Tratamentul cu PL s-a dovedit a fi eficient pentru inactivarea mucegaiurilor prezente in
microbiota naturald a griului §i secarei §i pare a fi o alternativd fezabild pentru
decontaminarea semintelor de cereale.

Tratarea cu PL a sucului de mere limpede contaminat artificial cu mucegaiului
Penicillium expansum UdALTA 3.80, cu scopul inactivirii sporilor, s-a dovedit a fi
posibils, dar dependentd de nivelul de contaminare, iniltimea stratului de lichid §i de
intensitatea tratamentului exprimatd sub formi de fluentd. Rezultatele obtinute reprezinta

= punct de plecare pentru explorarea utilizirii acestei tehnici la inactivarea
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mucegaiurilor In industria bauturilor, §i, indirect, pentru controlul prezentei patulinei in

sucuri.

artificial un suc de mere cu o concentratie a substanter uscate de 1I°
proportional cu cantitatea de energie folosita pentru inacusarez ic-

Prin aplicarea combinati a tehnologiilor atermice sau prn ¢ ma i oTwmoes: :

parametrilor utilizafi in timpul tratamentelor. s-ar obtine m+aiun 2
mari.

Cea mai mica modificare a spectrului de lumina UV (elumanares radiapor UV-ALLV-5B
st UV-C), utilizat in timpul tratamentelor cu PL s-a dovedit a avea un impact negats
semnificativ asupra eficientei tratamentului.

Efectul PL de inactivare a mucegaiurilor prezente In sisteme alimentare este mai redus
decAt pentru mucegaiurile prezente in sistem model, dar pe baza experimentelor efectuate
in acest studiu, s-a demonstrat ¢i pulsurile luminoase pot fi aplicate atat in vitro, cét si
produselor alimentare pentru inactivarea mucegaturilor.

Reducerile semnificative obtinute intr-un timp foarte scurt, la inactivarea mucegaiurilor
cu PL, la care se adauga costul mic al energiei pentru generarea PL, lipsa compugilor
reziduali si flexibilitatea procesului sunt cdteva dintre avantajele majore ale tratamentului
cu PL.

Contributii originale, deschideri oferite de teza de doctorat

Teza de doctorat reprezintd un studiu original, cu impact de cercetare fundamentald §i
aplicativd in domeniu! industriei alimentare, privind inactivarea mucegaiurilor prezente pe
alimente. Aceastd tezi aduce o serie de contribuii originale la dezvoltarea cunoagterii in

domeniu, dupd cum urmeaz:

» A fost determinati valoarea coeficientului z la tratamentul cu pulsuri
luminoase pentru 8 mucegaiuri, dintre cele mai intflnite ca agenti de alterare
ai aiimentelor

» Tratamentul cu PL a fost utilizat pentru inactivarea mucegaiurilor prezente in

microbiota naturala a cerealelor.

45



» §-a studiat inactivarea mucegaiului P. expansum UdLTA 3.80, in suc de mere
limpede, prin tratamente cu PL.

5 S-a realizat 0 comparatie intre eficienfa unor tratamente minime atermice
(PL, HIPEF, US) si tratamentul termic pentru inactivarea mucegaiurifor
prezente in suc de mere limpede.

Rezultatele obtinute sustin noi directii de cercetare §i anume:

e Optimizarea parametrilor utilizai in timpul tratamentelor cu PL pentru

obfinerea de niveluri de inactivare mai ridicate.

o Posibilitatea wtilizarii tratamentului cu PL in procesul de conservare al

cerealelor si in industria bauturilor.
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