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Rezumat

Denumirea de HACCP este de sorginte englezd Hazard Analysis, Critical Control
Points” i reprezintd o metodd modernd, tn acord cu noua legislafie i regulamentele Uniunii
Eurapene.

Conform acestei legislatii, producatorii sunt responsabili pentru calitatea produselor jor,
in med expres sub aspectul sanatafii consumatorilor gi igienei spafiilor de fabricatie. Metoda
HACCP este echivalentd cu Analiza riscurilor in punctels critice de control (ARCCP) [1].

Normele HACCP trebuie corelate cu utilizArile enzimelor §i preparatelor enzimatice
imobilizate fn blotehnolegii alimantara.

Producerea si folosirea enzimelor este o caracteristicd a biotehnologiifor alimentare.
Utilizarea unor preparate enzimatice, ca aditivi alimentari, implica standarde severe de puritate i
de asigurare a conrolului stabilitafii in produsele finite, fard 8 periclita s&nétatea consumatorilor.

Separarea enzimelor din amestecuri de provenien{d naturald sau biotehnologicd si
controlul praceselor de pretucrare sunt realizabile prin aplicarsa cromatografiei de afinitate cu
liganzi biomimatici [2-7]

Abstract

HACCP is an important subject, because it's use has been prescribed in many of the
current international food quality assurance directives and regulations. Under these, the
emphasis has been switched to the situation where the manufacturer is required to demonstrate
and keep detalled records that evary reasonable precaution has besn taken to ensure that the
product will ba safe to eat.

In the future, food manufacturers who wish to export their products will be required 1o
use HACCP In their quality assurance procedures as condition of the importing country. The
Ewopean Unicn is in the process of inspecting and Ecensing all countries that export food
products to member States to ensure that they have quallty management and inspection systems
that fully comply with those applied within European Union. The application of HACCP is an
important part of this.

Obtinerea enzimelor.

Sursele de obtinere a enzimelor sunt din diverse speci de bacteri sau
tesuturile vegetale sau animale i mucegaiuri etc. [5]
microorganismele. De exsmpiu, insulina si Natura sursei de enzima (pianta,
o-Chimotripsina se extrag din pancreasul animal sau microorganism) dicteazd
animalelor sacrificate, glucozo-izomeraza disponibilitatea, costul materialului -

sursa, usurinta recuperdrii etc. (tabel 1)




Tabelul 1

Surse de enzime

Sursa generald Sursa Avantaje / Dezavanta)e Exemple
spacificd
Animale Sange uman, |[Nu este o sursd viabild pe termen lung;. |lipaz&
tesuturi de Disponibilitate in cantitate mare; pancreaticd,
bovine, porcinejEnzimele sunt de stabilitate mica; rening,
§i ovine. Purificarea este adesea complexa. tripsind
Plante IFrunze, fructe |Purificarea poate fi o problema. papaind
Microorganisme Bacteril, alge, [Tehnelogie avansatl §i purificare simpld; |proteaze,
fungii gi drojdii [Mare varietate de activitdii enzimatice; [amilaze, lipaze
Un numér limitat de microorganisme pot
fi utilizate in industria alimentara.

Majoritatea enzimelor utilizate provin
din surse microbiene (bacterii, fungi,
mucegaiuri gi actinomicete), prin procese de
fermentatie.

& Cand sunt utilizate preparatele
enzimatice brute este necesara
doar concentrarea prin
ultrafiltrare, precipitarea
extractului primar sau
imobilizarea celulelor intregi.

= Cand este necesara
indepértarea proteinelor
contaminante trebuie aplicate
metode de purificare  mai
complexe.

Obtinersa  enzimelor  comporta

urmatoarele etape (Figura 1) [5]:

» pregatirea sursei;

* extractia enzimelor prin dezagregarea
celulelor si separarea subfractiunilor
celulare;

» izolarea enzimet prin fractionarea
fazei proteice;

+ purificarea enzimei la produs
cristalizat.

Particularitatile utilizdrii enzimelor

Printre enzimele utilizate industrial
se numara: glucozoizomeraza, amilazele,
proteazele pancreatice §i acil-amidazele
{Tabelul 2) [5].

Aplicatiile industriale ale enzimelor
prezintd avantaje legate de selectivitate si
specificitate, asigurarea sfectului catalitic
in conditi blande de reactie, fara
formarea unor produgi secundari.

Avantajele  utilizarii enzimelor
derivd din: marirea cataliticd a vitezei si
specificitatea de reaclie.

Abilitatea enzimelor de a cresgte
viteza de reactie cu cateva ordine de
mérime este de interes pentru
perfectarea reactiilor in conditii blande.

Consecintele acestor conditii sunt:
tehnologii  simple, reducerea formarii
produsilor secundari §i  posibilitatea
aplicarii in industria alimentara.

Specificitatea de substrat a
enzimelor asigurd stereossiectivitatea
biosintezelor § reduce Interferenia
substraturilor indezirabile.

Tehnicile de purificare vizeaza
izolarea unei enzime dintr-un amestec
complex, avand caracteristici
corespunzitoare de: puritate,



productivitate si eficientd. Noile tehnici de
purificare a enzimelor includ ultrafiltrarea cu
membrane selective si tehnici
cromatografice psriormante, precum
cromatografia de afinitate (Figura 2.) [6]

intre enzimele microbiene utilizate in
procese biotehnologice predoming
hidrolazele, deoarece au actiune
biocataliticd n absenta cofactorilor. Se
folosesc in panificatie, fermentatia alcoolica
si a berii.

enzimele se

in  biotehnologi,
folosesc in special sub forma preparatelor

enzimatice, imobilizate pe suporturi
solide.

Preparatele enzimatice sunt
comercializate in  diferite  forme
condifionate, precum: pudra amorfa sau
microcristaling, solutie, forma adscrbitd

sau legata covalent.

Tesuturi animale Microorganisme
Tesuturi vegetale (subproduse de abator) (bacterii, drojdit, fungii)
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Fig. 1 Obtinerea enzimelor



Etapele separirii enzimelor

Formele lichide sau pulverulente ale
preparatelor enzimatice contin diferiti aditivi.
Sunt preferate preparatele lichide, deoarece
pot fi usor dozate §i nu intervin efecte de
prafuire in sectiile de fabricatie.

Imobilizarea enzimelor pe suport solid
permite utilizarea repetatd, recuperarea
usoard, oprirea reactiei prin filtrare,
operarea continud, obtinerea unor produse
pure, controlul eficient al procesului etc.

Tehnicile de incapsulare $i granulare
a preparatelor enzimatice elimina
problemele  potenfiale ale  toxicitétii
enzimelor, precum si efectul pulberilor, care
expun operatorii la reactii alergice.

Extract crud

|

Utilizarea enzimelor in reacti in
fazd omogend apoasd prezintd unele
dezavantaje. Enzimele nerecuperate
determind  impurificarea  produselor,
inacceptabila in cazul alimentelor.

Imobilizarea enzimeler asigur;
cregterea - stabilitatii structurale,
conservarea activitdlii cu posibilitatea
refolosirii biocatalizatorului; operarea in
flux continuu; avantajul stopdarii reactiei
enzimatice la momentul dorit, evitarea
trecerii enzimei Tn produsul transformérii,
diminuénd costurile procesului tehnologic.
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Flg. 2. Purificarea prin cromatografie de afinitate a L-malat dehidrogenazei (MDH) 5i a lactat
dehidrogenazei (LDH) pe bazd de extract de inima de bovine prin cromatografie de afinitate




Surse si utilizari ale unor enzime

Tabelul 2

Enzima Actiunea Sursa Utiiizari
O-amilaza Hidroliza Aspergillus oryzae Ameliorarea preparatelor de
amidonuiui la panificatie;
maltoza gi adjuvant digestiv
oligozaharide | Bacillus subtilis Lichefierea amidonului 1n
industrile fermentative {etanci,
bere); obtinerea enzimaticd a
| glucozel;
Mart Industria fermentativd (bere,
acid lactic)
O-amilaza Hidroliza Malt, fungi Obtinerea siropului de maltoza
amidonului la {in asociere cu O-amitaza)
maitozi si in industria fermentativd si a
dextrine glucozet.
Amiloglucozidaza Hidroliza Aspergillus niger $i | Fabricarea siropuiui de
amidonului la Aspergiflus oryzae | glucozd, a  glucozei i
maltoza si dextrozei.
dextrine
Pectinaze Degradarea Aspergillus Limpezirea sucurilor de fructe
pectinelor din
fructe
Celulaza Hidroliza Tricoderma Prepararea fructelor §i
celulozei la Viride legumelor deshidratate;
glucoza extractia uleiului vegetal.
O0-Glucanaza Degradarea Bacillus subtilis Reducerea viscozitatii berii.
glucanuiui,
xitanului i
arabanuiui
Lactaz3 Hidroliza Saccharomyces | Aditv  pentru  Tnghetats,
lactozei la fragilis prevenirea intolerantei la
glucoza si lactoza.
galactozi
Dextranaza Degradarea P. funculusum Scaderea viscozitdtii siropului
dextranuliui de zaharoza;
Lizozim Degradarea Albus de ou Adaos la hrana copiilor.
peretilor
bacterieni
Invertaza Hidroliza Drojdie de Hidroliza zaharozei din gemuri,
zaharozei panificatie fabricarea bom-boanelor cu
miez moeale.
Papaina Hidroliza Suc de papaia Stabilizarea berii, frage-zirea
proteinelor camii, gelifierea deserurilor,
Bromelaina Hidroliza Suc de ananas prepararea concentratelor de
proteinelor peste.
Tripsina Hidroliza Pancreas bovin Adjuvant digestiv
proteinsior
Chimotripsina Hidroliza Pancreas bovin Adjuvant digestiv
proteinelor

Pepsina

Renina




Enzima Actiunea Sursa Utilizari
Hidroliza Mucoasa stomacald | Adjuvant digestiv
proteinglor bovina
Hidroliza Stomac de vitel Coagularea laptelui in industria
proteinslor de branzeturi.
Proteaza fungica Hidroliza A. oryzas Tratarea aluatului
proteinslor
Froteaza Hidroliza Bacillus subtilis In industria berii fira matt
hacteriana proteinelor
Lipaza Hidraliza Pancreas Aromatizarea margarinei,
grasimilor fungii Jnghetatei, ciocolatei,
branzeturilor
Ribonucleaza Scindarea ARN | Penicillium citrinum | Obtinerea nuclectidelor de
1a nucleotide Streptomyces aromatizare
griseus
Glucozooxidaza Oxidarea Aspergilius niger | Prevenirea degradarii culorii i
glucozei la acid Penicifium aromei maionezelor $i
glugonic chrysogenum sucurilor de fructe
HaQ3-02+H20 A. niger si Antioxidant alimentar
Catalaza Penicillium
Glucozoizomerazd | Transformarea | L. brevis, 8. | Obtinerea siropului de fructoza
glucozei in olivaceus din siropul de glucoza.
fructoza

Aplicatiile enzimelor in biotehnologii
alimentare

Industria alimentard utilizeazd enzime din

diferlte clase, mai importante fiingd:
amilazele, proteinazele, pectinazele,
lipazele, celulazete etc.[3,5,7]

Amlilazele - g-amilaza,

amiloglucozidaza §i glucozoizomeraza se
utilizeaza n industria amidonulut.

Produsele de hidroliza ale
amidonutlui, precum: maltodextrinele,
siropurile de glucoza si fructozd, sunt aditivi,
stabilizatori, adezivi, agiutinanti pentru
dulciuri, sucuri, gemuri, conserve, inghetata,
alimente pentru sugari, iaurturi, branzetur,
fiind de interes si pentru fermentatia berii i
a vinului etc.

Glucozoizomeraza (G.|.) este una
dintre cele mai importante enzime

industriale. Catalizeazd transformarea
glucozei din siropurile rezultate la
zaharificarea amidonului in fructoza.
Fructoza este mai duice decat
glucoza, iar siropul care contine 51%
glucoza si 42% fructozad este un inlocuitor

al zaharozei, folosit in industria
alimentara.

Cea mai studiata familie de
Glucozoizomeraze (G.l) este produsd de
specii de Streptomyces (albus,
wendmaorensis, ofivo-cromogenes,

bikiniensis etc.). Biosinteza are loc pe un
mediu de: extract de porumb, tarate de
gréu, MgS0,, NaCl, la 30°C si aerare (S.
wendmorensis), cu adaos de CoCly (S.
albus) sau cu sursid de carbon peptona,
extract de drojdii §i extract de carne (S.
bikiniensis).



Biomasa are tendintd de aglomerare
n granule compacte, cu inhibarea productiei
de G.I. Adaosuri de agar-agar sau

carboximetil - celulozd  favorizeaza
dezvoltarea unui miceliu filamentar, care
este mai productiv.

Biomasa poate fi folositd ca atare
sau poate fi imobilizetd. Prin imobilizare cu
colagen, la pH=11 gi tratare ultericard cu
tananit rezultd un complex reticulat, cu
activitalea de 25% din cea initiala,
conditionat sub forma de membrana.

Prin centrifugarea biomasei la pH=6,3
$i atomizarea concentratului se obline ©
pulbers, care ampastatd cu aldehida
glutaricd d&, dupa extruders, microgranule,
cu activitale de 20-30% din cea initiala.

Produsul purificat se obtine din
biomasa, prin filtrare, spélare cu apa
demineralizatd, uscare, suspendare in
solutie de CoCl; 0,05 M, la pH=6,25 si 58°C,
filtrare de materialul celular, concentrars,
precipitare cu acetona, centrifugare, dializa
si liofilizare. Produsul este fractionat prin
gel-cromatografie pe poliacrilamida,

a-Amilazele sunt enzime care
hidrolizeaza legéturile endo 1,4-a-glicozidice
din oligo- si polizaharide,

Producatori fungici de o-amilaze sunt:
Streptomyces albus, S. {tosaensis, A.
oryzae, Rhizopus oryzae. Pentru obtinerea
a-amilazei fungice sunt utilizate suge de:
Aspergilius, Rhizopus, Endomycopsis.

Se folosesc preparate enzimatice
brute, cu activitate o-amilazicd si
glucozidazica.

Complexul a-amilazic din fungi este
utilizat in panificatie, pentru marirea
porozitatii, mentinerea prospetimii,
producerea unei coji rumene, reducerea

timpilor de prelucrare a aluatului §i
posibilitatea folosirii fainii din cerealels
recoltate timpuriu.
a-Amilazele bacteriene pot fi
obtinute industrial cu tulpini selectionate
din speciile Bacillus subtilis, B. subltilis
amyloliquefaciens, B. macerans, B.
licheniformis etc.
o-Amilaza din 8. subtilis este o
metal-enzima termostabild, cu pH optim
6,0, si temperaturd optima 60°C.
Termostabilitatea sa cregte in prezenta
ionului de calciu. Complexul o-amilazic
bacterian catalizeazad hidroliza
amidonului, actionand asupra puntiler 1,4
a-endo din amiloza si amilopecting.
o-Amilaza bacleriand este utilizata
in procese Dbiotehnologice pentru:
glucoza, bere, spirt $i dextrine.
Proteinazele sunt valotificate in
hidroliza nespecificd a substraturilor
proteice, cu mase moleculari mari. Se
utiizeaza in panificatie, in industria berii,
in prelucrarea carnii §i producerea de
gelatind. Se folosesc si ca aromatizanti.
Sunt folosite pentru recuperarea
proteinelor ce rezultd ca rezidi din
carcasele de animale in abatoare §i din
peste in instalatile de prelucrare.
Produsul rezultat este aditiv pentru supe
si conserve de came.
Proteinazele  sunt
pentru hrana animalelor.
Pectinazeie sunt utilizate pentru
piureuri de fructe gi legume, in extractia si
limpezirea sucurilor de fructe (mere, pere,
struguri) §i a vinului, precum si ca
adjuvant in extractia uleiului de masline.
Lipazele se folosesc ca aditivi
aromatizanti pentru creme, cafea, zahdr

suplimente
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candel, supe sau produse de patiserie i
panificatie. Sunt utilizate si pentru maturarea
accelerati a branzeturilor.

Celulazele sunt aditivi digestivi,
utilizati drept complemente alimentare.

Prin fermentatie microbiana pot fi

sintetizati aminoacizi  (DL-atanina, L-

arginina, L-histidind, L-serind etc.) utilizati ca

precursori  pentru; ndulcitori  artificiali

(aspartam) i ca suplimente nutritionale.

Enzimele termostabile trebuie sa
corespunda urmatearelor conditii:

- sa fie enzime mezofile, stabile gi
disponibile comercial;

- prin imobilizare s& rezuite enzime cu
termostabilitate crescutd;

- stabilizare prin adaos de: substraturi,
cofactori, ioni metalici, sérur, zaharide,
polioli, polietiienglicol;

- cregterea concentratiei solutului  prin
inlocuirea fazei apoase cu o fazd
orgarica;

- cregterea stabilitdti intrinseci si a
termostabilitatii prin mutageneza unei
enzime,

O variantd de interes este utilizarea
microorganismelor termofile, care se
dezvoltd la 45 - 55 °C. Termofilele extreme
(cu temperaturi optime 70-105 °C, si
temperaturd maxim& de 110 °C) provin, din
bacterii de tip Pyrodictium. Enzimele
termostabile sunt rezistente la denaturare $i
degradare.

Enzime artificiale. Interesul pentru
producerea de enzime artificiale a fost
stimulat de posibilitatea realiz&rii unor reactii
biomimetice, in conditi de stabilitate gi
reproductibilitats, soldate cu mentinerea
activitdtii  catalitice ¢ a  specificitatii
enzimelor,

Pentru  proiectarea  enzimelor
artificiale sunt folosite diferite sisteme de
model, printre care compusii de
incluziune cu o- gi P-ciclodextrine,
implicand leg3turi de hidrogen cu grupele
hidroxil.

Aplicatiile HACCP
+ “presupun un grad Tnait de
specialitate;
* se reslizeazd pentru un
anumit produs care se fabrica
intr-o intreprindere, cu o
anumitd dotare §i un anumit
personal.
Planul de analiza a riscurilor este
aplicat initial in sfera productiei si in final
extins pentru etapele post-fabricatie [1].

Etapa 1: constd in definirea
termenilor de referintd, in corelatie cu
urmatoarsle elements:

» specificarea produsului/procesului;

> stabilirea tipului de risc
(microbiologic, chimic, fizic);

» obiectivul studivlui (calitatea sau

inocuitatea);
» punctul final reprezentat de
incheierea fabricatiei sau

momentul consumuiui.

Etapa 2 presupune Selectarea
echipel HACCP;
» membri din diverse domenii;
> pregedinte cu experientd in
aplicarea HACCP;
» specialist in asigurarea si conirelul

calitatii;
» specialist 1n  probleme de
productie/proces;



» inginer cu cunogtinte  despre
proiectarea i exploatarea igienicd a
fabricii;

» alocarea de
realizarii studiului;

» implicarea echipei 1in instruirea
HACCP a intregului personal.

resurse adecvate

Etapa. 3 - Descrierea produsulul

presupung cunoagterea:

» modului de ambalare;

> termenului de valabilitate;

» instructiunilor de utilizare; )
> conditiilor de depozitare §i distributie;
» compozitiei;

> structuril;

> modului de prelucrare.

Etapa 4 - Utilizarea intenfionata a

produsului vizeaza stabllirea grupurilor
de destinatie:

» presupune posibilitatea ca produsul
s§ fie consumat de grupuri de
populatie, susceptibile la imbolnavire
{(varstnici, copii, persoane cu
imunitatea scazuté),

>

Etapa 5 - Consiruirea diagramel
de flux a procesului:

» se aplicd principiul c& ,un desen

valoreazd mai mult decat o mie de
cuvinte”,

Etapa 6 — Verificarea diagramei
de flux prin comparatie cu situafia
existenia in practica.

» Aceastd verificare se impune
deoarece apar uneori diferente chiar
de la un schimb la altul, in functie de
modul de conducere a procesului.

Etapa 7 - Identificarea riscurlior.

» Riscul este definit ca un element
de naturd biologica, fizicd, chimica,
ce poate construi © amenirtare la
adresa sanatatii oamenilor.

¢ Un produs alimentar poate fi afectat
de trei categorii de riscuri:
& ris¢ biologic:
sriscuri bacteriene;
» riscuri virale;
= parazitologice.
& risc chimic;
& risc fizic.
¢ In aceastd etapd se vor analiza si
marimile care vor {ine sub control
riscurile.

Etapa 8 -~ Determinarea
punctelor critice de control.
Se impune o distinctie intre puncte de
control (C.P.) si punctele critice de control
(CCP} (tabelul 3}.

Tabelul 3

CCP

CcpP

- pasteurizarea lapteiui,
- sterlizarea cutilor de conserve

- instalarea de tavi cu dezinfectant
pentru incaltdminte ia intrarea in sectia
de conserve;

- combaterea daunaterilor.




Etapa 9 - Stabilirea limitelor
critice in punctele critice de control.
Motto-ul de baz& aplicat la aceastd
etapa ar fi; ,Nu se va fabrica un produs dacs
procesul tehnoiogic nu asigurd inocuitatea
acestuia’.

Etapa 10 -  Monitorizarea
punctefor critice de control — se poate
realiza prin 5 modalitati:

»> observarea vizuald;
> aprecierea senzoriald;
> masurétori fizice;
¥ testari chimice;
> analize microbiologice.
Etapa 11 — Mdsuri coreclive ce se
aplicd ia depdgirea limitelor critice;
* se intrerupe operatia,
dacé este necesar;
@ se izoleazd produssie
suspecte (carantin&);
> ge identificd si se
corecteazé cauza deviatiei;
@ ge iga o decizie privind
destinatia preduselor izolate;
o se inregistreaza faptele
petrecute gi masurile luate,
o se poate revizui i
imbunatati planul HA.C.C.P.

Etapa 12 -  Verificarea

programulul H.A.C.C.P.

Prin verificare se realizeazs asigurarea
calitatii igienice:
# verificarea se face
periodic
@  verificarea vizeaza
modul de functionare §i eficienta intregului
program H.A.C.C.P.

Etapa 13 - Implementarea
sistemulul H.A.C.C.P.

— presupune infroducerea sistemului
fntr-o unitate de fabricare, preparare sau
servire a produselor alimentare.

Etapa 14 -  Instruirea

H.A.C.C.P.

Pentru ca introducerea acestui
program sa fie eficienta este esentiald
instruirea personalului §i congtientizarea
consumatorilor  privind  principiile i
aplicatiile H.A.C.C.P.

» Sunt de interes normativele
HACCP pentru:

= industria laptelul

« In terminologia  HACCP,
Mycobacterium tuberculosis a
fost identificat ca un risc
potential, iar pasteurizarea ca
CCP.

« Ulterior Saimonelia,
Campylobacter  si Listeria
monocytogenes au completat
lista riscurilor potentiale din
laptele crud, iar pasteurizarea s-
a dovedit a fi principala masura

prevantiva.

= industria carnii  normele

GMP se referé la:

« practicile igienice de
manipulare;

. proiectarea  igienicd a
instalatilor §i a sectilor de
prelucrare.

» programele de igienizare:
« care vizeazd foarte multe
aspecte legate de curétenia




controiul

echipamentelor,
insectelor si d&unétorilor etc.;
& diferite spatii de productie si
centre comerciale:

» abatoare;

. fabricarea  conservelor cu
aciditate scazuta;

. sectorul produselor alimentare
refrigerate;

* industria margarinei;

* asimilarea de produse noi,
eventual cu aditivi speciali;

*  comercializarea cu amanuntul
a produselor alimentare:
- supermagazine,
- magazine mici cu amanuntul
etc,

Respectarea normelor HACCP [1]
si valorificarea unor metode performante
de separare prin cromatografie de
afinitate ocu liganzi biomimetici a
enzimelor §i alimentelor, precum gi
dozarea aditivilor alimentari constituie
conditile pentru cregterea calitatii vietii §i
protectia consumatorului [4-7].
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