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Obiectivele stiintifice ale tezei de doctorat

Laptele reprezinta unul dintre cele mai valoroase alimente naturale, de baza in dieta umana inca
din cele mai vechi timpuri. Datorita compozitiei in nutrienti, laptele constituie insa un mediu excelent de
dezvoltare pentru microorganisme.

Majoritatea produselor lactate disponibile pe piatd in prezent sunt obtinute din lapte de vaca. Un
segment aparte il reprezinta laptele si produsele lactate din lapte de capra, oaie sau bivolita. Laptele de
caprd difera de laptele de vaca si oaie prin gradul de digestibilitate ridicat, alcalinitatea specifica,
capacitatea tampon ridicatd, continutul ridicat de acizi grasi cu catena scurta, fier, zinc, magneziu si
anumite caracteristici terapeutice, ceea ce 1l recomanda in nutritia si medicina umana (Slacanac si al,,
2010).

O lunga perioada de timp consumatorii au fost reticenti la laptele de capra datoritd mirosului
puternic dezagreabil. In conditiile actuale, calitatea laptelui de caprid a evoluat considerabil si a fost
definita de catre Ribeiro si al, (2010) ca, ,potentialul laptelui de a tolera un tratament termic si de a
deveni un produs care sa satisfacd cerintele nutritive, igienice, senzoriale si de sanatate ale
consumatorilor”.

Interesul din ce in ce mai mare al consumatorilor spre o alimentatie sanatoasa a condus de
asemenea si la o crestere a preferintelor acestora fata de laptele si produsele lactate obtinute din lapte de
origine nebovina si, In special, pentru cele obtinute din lapte de capra.

La nivelul legislatiei specifice Uniunii Europene referitoare la calitatea laptelui materie prima si
tratat termic nu se fac referiri Intre provenienta laptelui, desi diferentele compozitionale In anumiti
nutrienti si comportamentul termic sunt semnificative intre specii.

Marea majoritate a studiilor referitoare la garantarea sigurantei in consum a laptelui s-au realizat
pe laptele bovin. intr-adevar, productia de lapte de vaci nu va putea fi niciodati depasiti de cea provenita
din lapte de oaie si capra, dar, cresterea consumului de produse lactate din lapte de origine nebovina
cumulata mai ales cu beneficiile pentru sandtate pe care le confera astfel de produse, impun definirea
unor criterii specifice care sa garanteze siguranta In consum a acestora. Aceste criterii trebuie sa asigure
in egalda masura eficienta tratamentului termic dar si posibilitatea utilizarii acestora in managementul
calitatii si sigurantei in toate etapele procesului tehnologic.

Pentru a nu pune in pericol sandtatea consumatorului, indiferent de specia de la care provine,
laptele trebuie incalzit. Principalele tratamente termice aplicate In industria laptelui sunt reprezentate de
termizare, pasteurizare, procesare ultra fnaltd (UHT) si sterilizare. In timpul tratamentului termic au loc o
serie de modificari ce conduc la scaderea valorii nutritionale a laptelui, concentratia in care se formeaza
acesti compusi fiind dependenta de intensitatea tratamentului termic aplicat si de specia de la care
provine laptele.

Pentru a evalua eficienta tratamentului termic, se impune cunoasterea detaliatd a impactului pe
care il are procesul din punct de vedere calitativ si microbiologic in lapte.

Considerand importanta, beneficiile si potentialul pe care 1l prezinta laptele nebovin, prezentul
studiu s-a orientat In directia caracterizarii indicatorilor intrinseci de diferentiere a regimurilor de timp si
temperatura specifice pasteurizarii. Acest lucru s-a realizat prin studii detaliate de cinetica de denaturare
a principalelor proteine din zer si inactivare a unor enzime din lapte.




Studierea comportamentului termic al proteinelor si enzimelor din laptele nebovin in comparatie
cu cel bovin a avut In vedere contextul mai larg al valorificarii cercetdrilor prin obtinerea de produse
lactate noi de origine caprina si ovina care sa prezinte siguranta in consum.

Obiectivele stiintifice generale ale tezei de doctorat au vizat:

» Fundamentarea stiintifica a impactului pe care il are tratamentul termic asupra unor compusi din
lapte pe baza unui studiu documentar vast din literatura de specialitate;

» Cunoasterea in detaliu a diferentelor compozitionale intre speciile de lapte selectate;

» Selectarea unor indicatori intrinseci adecvati pentru diferentierea tratamentelor termice aplicate
in industria laptelui;

» Studii detaliate de cinetici de denaturare/inactivare si caracterizarea mecanismelor de
denaturare/inactivare pe baza parametrilor cinetici si termodinamici;

» Evaluarea partiald a conceptului de siguranta alimentara a laptelui provenit de la diferite specii pe
baza corelarii parametrilor cinetici obtinuti cu parametrii de distrugere microbiana a unor
microorganisme patogene potential prezente in lapte;

» Diseminarea rezultatelor prin publicarea de lucrari in reviste per review ISI cu factor de impact.

Din obiectivele generale au fost dezvoltate urmatoarele obiective specifice ale cercetarii:

e Studii de denaturare termica a -lactoglobulinei si a-lactalbuminei in laptele de origine caprina,
ovina si bovina;

e Analiza comparativa a mecanismelor de denaturare a 3-lactoglobulinei si a-lactalbuminei pe baza
unor parametri cinetici;

e Testarea unui nou substrat de determinare a activitdtii fosfatazei alcaline si studierea
comportamentului termic de inactivare a enzimei In laptele de capra si oaie in comparatie cu
laptele de vacj, cu stabilirea eficientei utilizarii acestui substrat in industria laptelui;

e Studii de inactivare termica a y-glutamil transferazei si lactoperoxidazei in laptele de capra si oaie
in comparatie cu laptele de vaca;

e Evaluarea comparativa a cineticii de inactivare a fosfatazei alcaline si y-glutamil transferazei in cele
trei tipuri de lapte in functie de continutul de grasime;

e Evaluarea inocuitatii microbiologice a laptelui pe baza parametrilor cinetici specifici unor compusi
din lapte;

e (Calculul parametrilor cinetici si termodinamici rezultati in urma prelucrarii statistice a datelor;

e Analiza comparativa a datelor obtinute prin utilizarea a doua modele matematice cu rezultate din
literatura de specialitate;

o Stabilirea criteriilor de siguranta a laptelui de capra si oaie prin elaborarea diagramelor de timp si
temperatura pentru distrugere microbiana ce au la baza parametrii cinetici de denaturare proteica
si de inactivare enzimatica;

e (rearea unui tablou comparativ general pe baza studiilor cinetice efectuate asupra -
lactoglobulinei, a-lactalbuminei, fosfatazei alcaline, y-glutamil transferazei si lactoperoxidazei.

Metodologia propusa in acest studiu in vederea caracterizarii indicatorilor de timp si temperatura
pentru tratamentul termic de pasteurizare din laptele de capra si oaie In comparatie cu laptele de vaca
este prezentatd In figura I.
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Figura I Strategia si etapele cercetarii

Teza de doctorat contine 211 pagini, 70 de figuri si 56 de tabele. Studiul documentar este
prezentat In 55 pagini, in timp ce partea experimentald este formatd din 156 pagini. La elaborarea tezei de
doctorat au fost utilizate 229 referinte bibliografice.

in studiul documentar, structurat in doua capitole (1 si 2), se prezinti date din literatura de
specialitate cu referire la compozitia generala a laptelui provenit de la diferite specii de animale, precum si
principalele tratamente termice care se aplica in industria laptelui.

Capitolul 1 intitulat Laptele materie primd- analiza comparativd interspecii cuprinde date din
literatura de specialitate referitoare la principalele componente fizico-chimice din laptele de capra si oaie
in comparatie cu laptele de vaca. Sunt prezentate in continuare informatii generale referitoare la
microbiologia laptelui crud, precum si modalitati de asigurare a calitatii laptelui.

In capitolul 2 intitulat Tratamente termice aplicate in industria laptelui se prezinti date din
literatura referitoare la principalele tratamente termice aplicate in industria laptelui, efectele nedorite pe
care le induce tratamentul termic asupra compozitiei laptelui precum si metodele de verificare a eficientei
tratamentelor termice. Pentru verificarea eficientei tratamentelor termice sunt prezentati si caracterizati
principalii indicatori de timp si temperatura, acestia fiind : f-lactoglobulina, a-lactalbumina, fosfataza
alcaling, y-glutamil transferaza si lactoperoxidaza.

Partea experimentald, care cuprinde rezultatele cercetarilor efectuate pe parcursul derularii
stagiului doctoral, este structurata in sase capitole, dupa cum urmeaza :

Capitolul 3 intitulat Cercetdri privind cinetica de denaturare a proteinelor din zer, descrie
materialele si metodele de analiza utilizate pentru denaturarea termica a principalelor doud proteine din
zer, B-lactoglobulina si a-lactalbumina din laptele de capra si oaie in comparatie cu laptele de vaca,
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precum si rezultatele obtinute in urma studiului efectuat cu o valoare de cercetare fundamentala si
aplicativa.

Capitolul 4 intitulat Cercetdri privind cinetica de inactivare a fosfatazei alcaline prezinta rezultatele
investigatiilor ce au urmarit evaluarea influentei tratamentului termic asupra cineticii de inactivare a
fosfatazei alcaline din laptele de vaca, oaie si capra prin intermediul a doua modele matematice, In
prezenta unui substrat nou fluorescent. Rezultatele obtinute au evidentiat neaplicabilitatea acestui
substrat pentru cuantificarea fosfatazei alcaline in laptele pasteurizat.

In capitolul 5 intitulat Cercetdri privind cinetica de inactivare a y-glutamil tranferazei  s-a
evidentiat distributia diferitd a enzimei In fractiunea grasa, precum si activitatea enzimatica diferita in
functie de tipul de lapte analizat. Studiile experimentale realizate prin intermediul a doua modele
matematice au demonstrat ca cinetica de inactivare a enzimei este similara indiferent de continutul de
grasime sau de specia de la care provine laptele.

Capitolul 6, Cercetdri privind cinetica de inactivare a lactoperoxidazei a pus In evidentd diferentele
de activitate semnificative ce exista In laptele de capra, oaie si vaca. Din studiile cinetice de inactivare
termica a reiesit ca lactoperoxidaza din laptele de oaie prezinta termostabilitatea cea mai ridicata.

Capitolul 7 intitulat Analiza comparativd a cineticii de denaturare/inactivare termicd a incercat sa
realizeze un studiu comparativ al parametrilor cinetici rezultati in urma studiilor efectuate pe proteinele
si enzimele selectate din laptele de capra, oaie si vaca. Analiza de clusterizare ierarhica a pus in evidenta
tipul de lapte de la care provin enzimele studiate.

In capitolul 8 inititulat Evaluarea inocuitdtii microbiologice a laptelui pe baza parametrilor cinetici
specifici unor compusi din lapte, s-au construit diagramele de timp si temperaturda pentru y-glutamil
tranferaza, lactoperoxidaza si 3-lactoglobulind, In vederea garantarii sigurantei In consum a laptelui de
caprd, oaie si vaca. si diferentierii severitatii tratamentului termic aplicat.

Capitolul 9 prezinta concluziile generale pe capitole rezultate in urma studiilor efectuate pe
parcursul derularii cercetarilor.

In capitolul 10 sunt prezentate contributiile originale si perspectivele de continuare a studiilor.

Diseminarea studiilor intreprinse in cadrul tezei de doctorat a fost realizata prin publicarea a 5
lucrdri indexate ISI In reviste stiintifice internationale de prestigiu si 3 participari la conferinte din tara si
strdinatate.
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Capitolul 3
Cercetari privind cinetica de denaturare a proteinelor din zer

3.2 Materiale si metode
3.2.1 Materiale
3.2.1.1 Lapte

Pentru fiecare set de experimente, aproximativ 2,5 litri de lapte proaspat de capra (25 capete, rasa
Alba de Banat), oaie (100 capete, rasa Merinos) si vaca (4 capete rasa Simmental) provenit dintr-un lot de
cel putin 10 litri de lapte a fost obtinut, de la fermierii locali din judetul Galati in perioada septembrie-
octombrie 2011.

3.2.2 Metode si echipamente utilizate

Experimentele preliminare au fost realizate in Laboratorul de Tehnologia Laptelui si a Produselor
lactate din cadrul Facultatii de Stiinta si Ingineria Alimentelor. Compozitia laptelui referitoare la
continutul de proteine, grasime, lactoza, substanta uscata negrasa si cenusa, a fost determinata cu ajutorul
unui analizor de lapte cu ultrasunete (Milk-Lab Ltd, Odham, Lancashire, UK).

Pentru experimentele realizate, laptele a fost incalzit la 40°C si separat centrifugal cu ajutorul
separatorului centrifugal FT 15 (Armfield, Anglia). Continutul de grasime din laptele degresat a fost mai
mic de 0,1%. Laptele astfel obtinut a fost standardizat cu smantana la un continut de 3,5 % grasime.
Ulterior, probele de lapte au fost pastrate la o temperatura mai mica de -20°C in flacoane din plastic de 10
mL.

3.2.2.1 Tratamentul termic

Tratamentul termic a fost realizat in eprubete din sticla prin utilizarea a 5 mL de lapte si imersarea
lor in baie de apa (Digibath-2 BAD 4, Raypa Trade, Spania) in diferite combinatii de temperatura (72,5-
900C) si timpi de mentinere (5 secunde-5 minute). Initial, au fost realizate teste preliminare pentru a
stabili intervalul de timp necesar pentru a se atinge temperatura dorita. Pentru a evita o ulterioara
denaturare, imediat dupa tratamentul termic probele au fost introduse in baie de gheata.

3.2.2.2 Obtinerea zerului acid

Probele tratate termic au fost apoi diluate cu aceeasi cantitate de apa ultrapura. Precipitarea
proteinelor din zer a fost realizata prin adaosul a 200 pL acid acetic de concentratie 33%. Dupa o perioada
de repaos de 10 minute, pH-ul probelor a fost ajustat la valoarea de 4,5 utilizdnd CH3COONa de
concentratie 3,3 M. Precipitatul a fost indepartat prin centrifugare la 10000 rpm timp de 10 minute la 4°C.
Supernatantul astfel obtinut a fost filtrat prin folosirea unor filtre cu grosimea de 0,45pm (Milipore
Corporation, USA) si pastrat la temperatura de -23°C pana In momentul utilizarii. Procedura de lucru este
prezentata si in figura 3.1.

3.2.2.3 RP HPLC (Reverse Phase High Performance Liquid Cromatography)

Identitifcarea si cuantificarea proteinelor din zerul acid a fost realizata cu ajutorul cromatografiei
de lichide de inaltd performanta de faza inversa. Echipamentul HPLC (figura 3.2) este format dintr-o
pompa Waters 600 E (Waters 996), sistem de detectie cu fotodiode (Waters 996), degazor cu heliu,
injector Rheodyne (model 7125) si software Millenium v. 3.05.01(Waters). Pentru separare s-a folosit o
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coloana Vydac C4 214 TP 5415 (Separations Group, Hesperia, CA, USA). Viteza de curgere a fost setata la
1mL/min. Ca solvent A s-a utilizat acidul trifluoracetic (TFA) de concentratie 0,1% , solventul B utilizat a
fost 0,1% TFA si 80% acetonitril.

Procentul de solvent B schimbat in amestecul de elutie a fost urmatorul: 0-15 min, 27-40% B; 15-
55 minute, 40-56% B; 55-57 minute, 56-80% B; 57-60 minute, 80% B; 60-62 minute, 80-27% B. Apoi,
coloana a fost reechilibrata prin elutie isocratica cu 27% solvent B timp de 13 minute. Probele au fost
diluate cu solvent A (concentratia de proteina fiind de 0,15g/100g) 50 pL de proba fiind utilizate n
experimente. Toate determinarile au fost efectuate In triplicat.

3.2.2.4 Analiza cinetica de ordinul intai

Cinetica de denaturare a proteinelor din zer a fost descrisa cu ajutorul unei ecuatii de ordinul I
(relatia 3.1.). Valorile constantelor vitezei de denaturare termica (k) au fost calculate din panta ecuatiei de
regresie liniard obtinuta prin reprezentarea grafica a logaritmului natural al concentratiei reziduale
relative (C sirespectiv C,) In functie de timpul de denaturare (t) in secunde sau minute.

ln£=—kt, (3.1)

0

unde, k reprezinta constanta vitezei de denaturare.
In continuare, au fost estimati urmatorii parametri cinetici:

e Timpul necesar pentru reducerea cu 90 % a concentratiei initiale de proteind exprimat prin
valoarea D;

In modelul global, legitura dintre D si k este dati de relatia 3.2. :

_In(l0) _2.303
k k

o Temperatura necesara pentru reducerea de 10 ori a valorii D, exprimata prin valoarea lui z ;

D (3.2)

Dependenta de temperaturda a constantelor vitezei de denaturare a fost estimatd cu ajutorul
modelului Arrhenius (relatia 3.3.):

E
In(k) =1In(k,) + Ra == (3.3.) in care:

T si Toreprezinta temperatura absoluta si de referinta (K);

ko este constanta vitezei de inactivare la T,;

E, reprezinta energia de activare (kJ/mol);

R reprezinta constanta universala a gazelor (8,314 J/mol/K).

AN NN

3.2.2.6 Analiza dispersionala - Anova

Procedeul de analiza dispersionala consta In analiza variatiei unei variabile in raport cu factorii de
influenta. Acest procedeu permite testarea unor ipoteze statistice referitoare la parametrii unui model
pentru a verifica daca exista diferente semnificative intre acestea. Analiza variantei permite, de asemenea,
estimarea componentelor dispersiei unei variabile si verificarea semnificatiei factorilor de influenta.
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Anova unifactoriald este un procedeu de analiza a variatiei pentru un singur factor cauza, in timp
ce Anova bifactoriala analizeaza variabila pe surse de variatie in raport cu doi factori cauza.

3.3. Rezultate si discutii
3.3.1 Identificarea principalelor proteine din zer

Identificarea principalelor proteine din zer in laptele provenit de la diferite specii a fost realizata
prin RP-HPLC, metoda cunoscuta pentru precizia cu care realizeaza separarea fractiunilor proteice, printr-
0 metoda dezvoltata de Moatsou si al., (2005). In figura 3.3 sunt reprezentate cele trei cromatograme
pentru lapte de vaca (a), lapte de oaie (b) si lapte de capra (c). Din figurd se pot observa cu usurinta
diferentele care apar in functie de specia de la care provine laptele, in special pentru 3-LG.

Profilul a-LA a fost variabil, in toate tipurile de lapte fiind identificatad o singura varianta genetica.
Din figura 3.3 se poate observa ca proteinele din zer de origine ovina sunt caracterizate printr-un continut
scazut de a-LA, In comparatie cu cele de origine caprina si bovina. Se poate de asemenea evidentia forma
diferita a peak-ului aferent a-LA de origine ovina in comparatie cu cel de origine bovina si caprina.

3.3.2 Cuantificarea proteinelor din zer

Concentratiile calculate pentru B-LG au fost de 3,12 mg/mL in laptele de vaca, 3,33 mg/mL in
laptele de capra si 7,90 mg/mL in laptele de oaie.

a) e B
- B i
" a-LA
:
b) G
- B 4
- aLa
c) s BLS
LA

00 aane sa00 sa00 a0

Figura 3.3 Cromatogramele RP-HPLC obtinute pentru a-LA si 3-LG din lapte de vaca (a),
oaie (b) si capra (c)

3.3.3 Denaturarea termica

In cadrul acestui experiment, au fost determinate concentratiile de proteini nedenaturat,
calculati si comparati parametrii cinetici si termodinamici. Au fost evaluate de asemenea mecanismele de
denaturare pentru cele doua proteine analizate.
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In figura 3.9 sunt prezentate concentratiile procentuale de B-LG nedenaturati in diferite tipuri de
lapte la timp constant (1 minut) si temperatura de denaturare diferita. La temperatura de 75°C, procentul
de proteina nedenaturata a fost de 66,47+3,56%, 75,93+2,98% si 76,77+3,12% in lapte de caprd, oaie si
vaca. Procentul de 3-LG nedenaturata dupa mentinerea timp de 1minut la temperatura de 90°C a fost
5,05+0,12% (lapte de capra), 4,56+0,06% (lapte de oaie) si 21,1+1,3% (lapte de vaca). Se poate aprecia
astfel ca, termostabilitatea cea mai ridicata dupa 1 minut de tratament termic o prezinta 3-LG de origine
bovina.
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Figura 3.9 Concentratia procentuala de 3-LG nedenaturata dupa 1 minut de mentinere la diferite
temperaturi

Gradul redus de denaturare in domeniul de temperatura 72,5-75°C se datoreaza reactivitatii
suficient de mare a gruparilor SH libere ce sunt implicate in interactiuni intramoleculare in detrimentul
celor intermoleculare. Cresterea gradului de denaturare In urma aplicdrii unei temperaturi mai mari de

800°C se explica prin agregarea moleculelor ce conduce totodatd la scaderea solubilitdtii proteinei
(Stanciuc, 2009).

3.3.3.2 Denaturarea termica a o-LA

Din figura 3.10 se poate observa ca mentinerea probelor de lapte timp de un minut la temperaturi
cuprinse in intervalul 72,5-80°C a condus la un grad redus de denaturare a a-LA, cuprins intre cca. 10%
pentru laptele de oaie si de vaca si cca. 5,5% In laptele de capra. Aplicarea unei temperaturi de 90°C a
condus la cresterea gradului de denaturare, cel mai mic procent de a-LA nedenaturata a fost obtinut in
laptele de capra (29,19+3,61%) iar cel mai ridicat in laptele de vaca (60,23+5,6%).
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Figura 3.10. Concentratia procentuald de a-LA nedenaturatd dupa 1 minut
de tratament termic
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Analizadnd comparativ cele doua proteine pe baza tabelelor 3.2, 3.3, si figurilor 3.9., 3.10. se poate
aprecia ci a-LA prezinti o mai mare stabilitate termici in comparatie cu B-LG. In intervalul de
temperaturd 80-90°C, cel mai mic grad de denaturare pentru ambele proteine studiate a fost intalnit In
laptele de vaca. La temperatura de 80°C, a-LA din laptele de oaie este mai termostabila decat cea din
laptele de capra, in timp ce, B-LG din laptele de capra a prezentat un grad mai redus de denaturare in
comparatie cu cea de origine ovina.

3.3.4 Parametrii cinetici si termodinamici

In tabelul 3.4 (a) sunt centralizate valorile estimate ale timpului de reducere decimala (D) si ale
factorului z. Asa cum era de asteptat, timpul de reducere decimala descreste cu cresterea temperaturii.
Din analiza comparativa se observa ca la temperatura de 72,5°C, D prezinta valori similare in laptele de
vaca si oaie, in timp ce pentru laptele de capra se inregistreaza o valoare de 7,86+0,56 minute. Astfel, in
laptele de capra, timpul necesar reducerii concentratiei de 3-LG native cu 90% este de aproximativ doua
ori mai mic fata de celelalte tipuri de lapte analizate. La temperatura de 90°C, comparativ cu laptele de
vacd, laptele de capra a prezentat o valoare de aproximativ cinci ori mai mica pentru D.

Tabel 3.4 Valorile pentru timpul de reducere decimala (D) si temperatura necesara reducerii de10 oria
valorii D (z) pentru B-LG (a) si a-LA (b) in laptele de capra, oaie si vaca
a)

Lapte de capra Lapte de oaie Lapte de vaca
Temperatura (°C) - - :
D (min) R2 D (min) R2 D (min) R2
72,5 7,86x0,56 0,94 15,64+0,8 0,92 14,74+0,9 0,94
75 2,55+0,06 0,96 10,09+0,12 0,98 12,56+0,01 0,96
80 1,22+0,18 0,92 2,0+0,15 0,94 3,37+0,21 0,97
90 0,22+0,001 0,94 0,35+0,07 0,92 1,13+0,03 0,98
z (°C) 12,13 + 1,24 10,47 + 0,09 15,06 +1,27
b)
Temperatura (°C) Lapte de capra Lapte de oaie Lapte de vaca
D (min) R2 D (min) R2 D (min) R2
72,5 63,79+5,56 0,99 33,91+3,07 0,96 52,82+4,9 0,92
75 46,065,06 0,96 30,06+2,95 0,92 37,75+4,51 0,93
80 21,01+£2,78 0,94 11,36+2,45 0,95 13,10+2,21 0,97
90 2,22+0,15 0,90 2,77+0,5 0,97 516+1,9 0,93
z (°C) 11,84 + 0,24 15,45+ 1,09 17,15+1,17

In ceea ce priveste parametrii cinetici de denaturare ai a-LA, din tabelul 3.4. (b) se poate observa
ca la temperatura de 72,5°C, cea mai ridicata valoare pentru D a fost inregistrata in laptele de capra, si
anume 63,79+ 5,56 minute, In timp ce valoarea cea mai scazuta a fost inregistrata in laptele de oaie cu
33,91+3,07 minute. Valorile lui D obtinute la 75°C fata de 72,5°C sunt mai mici cu 28,8% in laptele de
caprd, cu 11,35 % in laptele de oaie si cu 28,5 % in laptele de vaca. La temperatura de 90°C, se poate
observa ca valoarea lui D este similara In laptele de capra si oaie, valoare ce este mai mica de aproximativ
2,3 ori fata de cea calculata in laptele de vaca.

Valorile calculate pentru energia de activare (Ea) a $-LG au fost de 198,49+2,84 k]/mol in laptele
de capra, 229,92+6,58 k]/mol in laptele de oaie si 160,00+5,14 k]/mol in laptele de vaci. In laptele de
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vacd, ca urmare a valorii scazute obtinute pentru Ea, este necesarad o energie mult mai redusa pentru a
rupe legaturile proteice interne.

Pentru a-LA au fost calculate urmatoarele valori: 202,65+1,42 k]J/mol (lapte de capra),
155,56+5,53 k]J/mol (lapte de oaie) si 140,44+6,14 kJ/mol (lapte de vaca). Se poate observa ca In laptele
de capra valorile calculate pentru Ea corespunzatoare celor doud proteine sunt similare, in timp ce in
laptele de vaca si oaie, valorile Ea sunt mai mari pentru 3-LG.

Pentru industria laptelui, mecanismul de denaturare a proteinelor din zer prezinta o importanta
deosebitd, deoarece interactiunile induse de tratamentul termic dintre moleculele proteice (cele mai
importante fiind cele cu k-cazeina) pot afecta semnificativ o serie de proprietati tehnologice importante
ale laptelui, cum ar fi de exemplu capacitatea de coagulare, structura, reologia si proprietatile de sinereza
ale gelurilor (incluzand iaurtul, branza proaspata sau branzeturile coagulate enzimatic) si, de asemenea,
stabilitatea termica a laptelui si a produselor concentrate, prevenindu-se precipitarea proteinelor.

3.4 Concluzii

Cercetdrile privind cinetica de denaturare a proteinelor din zer prezentate in capitolul 3 au avut ca
obiectiv principal studiul cinetic al denaturarii termice a B-LG si o-LA din laptele de oaie si capra in
comparatie cu laptele de vaca, cu scopul de a stabili aplicabilitatea proteinelor de origine nebovina de a fi
utilizate pentru diferentierea tratamentelor termice de pasteurizare alaturi de cea de origine bovina.
Concluziile studiului sunt urmatoarele:

e Concentratia cea mai ridicata de B-LG a fost identificatd in laptele de oaie, urmata de laptele de
capra si vaca;

e C(inetica de denaturare termica a fost studiata pentru prima data In conditii similare in laptele de
capra, oaie sivaca;

e Gradul de denaturare al ambelor proteine este neglijabil in domeniul regimului de pasteurizare
joasd, dar mult mai pronuntat in intervalul de temperatura corespunzator pasteurizarii inalte.
Aceste informatii pot fi deosebit de utile atunci cdnd proteina este utilizata ca indicator al
intensitatii tratamentului termic aplicat laptelui sau se doreste gelifierea 3-LG in diferite sisteme
alimentare;

e La temperatura de 72,5°C, 3-LG din laptele de oaie este mult mai stabila fata de cea din laptele de
capra si vaca. Acelasi regim de lucru aplicat a condus la un grad redus de denaturare asupra a-LA
din laptele de capra, spre deosebire de laptele de vaca si oaie;

¢ Intervalul de temperatura 80-90°C a avut un efect mai redus asupra denaturarii B-LG in laptele de
vaca In comparatie cu cea din laptele de capra si oaie;

e Fatd de B-LG, a-LA a fost mult mai termostabila in experimentele efectuate;

e Analiza Anova bifactoriala pentru un prag de semnificatie «=0,05 arata ca pentru conditiile de
lucru analizate, constantele vitezei de denaturare a $-LG si a-LA sunt influentate semnificativ doar
de temperatura si nu de tipul de lapte de la care provin proteinele;

e Valorile calculate pentru energia de activare sunt similare la ambele proteine in laptele de capra,
in timp ce pentru laptele de oaie si vaca energia de activare este mai mare pentru (3-LG si mai mica
pentru o-LA ;

17



In concluzie, aplicabilitatea B-LG ca indicator al tratamentului termic este influentati de continutul
variabil pe care il prezinta aceasta In functie de tipul de lapte analizat. Astfel concentratia stabilitd pentru
B-LG de Comisia Europeana in laptele de vaca pasteurizat nu este aplicabila pentru laptele de origine
ovina si caprini. In ceea ce priveste a-LA, aceasta poate fi utilizatd alituri de B-LG ca indicator de
diferentiere a tratamentului termic de pasteurizare in toate tipurile de lapte analizate.

Capitolul 4
Cercetari privind cinetica de inactivare termica a fosfatazei alcaline

4.2. Materiale, metode si echipamente utilizate
4.2.1 Materiale
4.2.1.1 Fosfataza alcalina

FA (EC 3.1.3.1, provenita din mucoasa intestinala bovina, 120 U/mg) si 8-chinolil-fosfatul (QP) au
fost achizitionate de la firma Sigma Aldrich. Toti ceilalti reactivi utilizati au avut puritate analitica. Pentru
prepararea tuturor solutiilor s-a utilizat apa distilata ultrapura.

4.2.1.2 Lapte

Probele de lapte au fost obtinute conform metodologiei descrise in Capitolul 3 Subcapitolul
3.2.1.,, cu deosebirea ca laptele a fost achizitionat in perioada februarie-aprilie 2011. Determinarile
efectuate au fost realizate atat pe lapte integral cat si degresat.

4.2.2 Metode si echipamente utilizate

Probele de lapte au fost analizate conform metodologiei prezentate in Capitolul 3,
Subcapitolul 3.2.2.

4.2.2.1 Inactivarea termica a enzimei

Capilarele din sticla (100 mm lungime, diametru interior 1 mm, grosime perete 0,15 mm) au fost
umplute cu lapte, sigilate la capete pe flacara de gaz si introduse in baie de apa (Digibath-2 BAD 4, Raypa
Trade, Spania). Au fost testate mai multe combinatii de temperatura ( 60-72,5°C) si timp de mentinere
(0-40 minute). Imediat dupa tratamentul termic, capilarele au fost racite pe baie de gheata. Fiecare set de
experimente a fost repetat de 3 ori.

4.2.2.2. Determinarea activitatii enzimatice

Determinarea activitatii FA a fost determinata spectrofluorimetric folosind ca substrat 8-chinolil-
fosfat. Intensitatea fluorescentei este invers proportionald cu activitatea enzimatica, astfel, cu cat
concentratia de enzima este mai mare cu atat intensitatea fluorescentei scade.

Raportul de dilutie stabilit pentru fiecare tip de lapte a fost utilizat in scopul citirii cu acuratete a
activitatii enzimatice relative. Amestecul enzima-substrat obtinut a fost termostatat timp de 30 de minute
la 37¢C.

Masurarea fluorescentei a fost realizata cu ajutorul spectrofluorimetrului Perkin Elmer LS 155, la
lungimile de unda la excitatie si emisie (Aex/Aem) de 318 nm si respectiv 495 nm. Proba martor utilizata in
masuradtorile experimentale a fost formata din substrat si 0,3 mL lapte tratat termic la 95°C, timp de 1
minut, ludndu-se in considerare In acest mod o inactivare completa a FA.
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Curba de calibrare a fost obtinuta cu o serie de solutii diluate (0,4 - 80 U/L) de FA pura. Activitatea
enzimatica a FA a fost apreciata prin sciaderea intensitatii fluorescentei obtinuta in timpul reactiei
enzimatice (relatia 4.1.):

AF = Fo-F (4.1)
unde, Fo si F reprezinta intensitatea fluorescentei sistemului fara si respectiv cu enzima.

Activitatea reziduala a enzimei a fost calculata cu ajutorul relatiei 4.2.:

A
Activitate reziduala (%) = A_X 100 (4.2)
0

unde: A si Ao reprezintd activitatea enzimatica a probei tratate termic si respectiv a probei netratate
termic.

4.2.2.3 Modelul Weibull

In ultimii ani, modelarea cineticii de inactivare termici prin intermediul ecuatiei cinetice de
ordinul I a reprezentat subiectul mai multor studii de cercetare (Manas si Pagan, 2005). Van Boekel
(2002) a sugerat deviatii de la comportamentul liniar asigurat de modelul cinetic de ordinul I.

Peleg si Coleg (2000) au stabilit ca influenta timpului de mentinere la 0 anumita temperatura asupra
populatiei enzimatice este variabild de la o molecula la alta si astfel rezistenta termica este guvernata de
distributia Weibull (relatia 4.3) (Mafart si al.,, 2002):

A o

A tY
log— = —(—) (4.3)
o
in care:

v’ Areprezintd reprezinta activitatea enzimatica in proba tratati termic;
Ay reprezintd activitatea enzimatica in laptele crud;

p reprezinta factorul de forma;

ANRNERN

6 este sinonim cu timpul de reducere decimala D, si reprezinta factorul de scala, ce se exprima in
minute sau secunde;

4.2.2.4 Analiza cinetica de ordinul I

Cinetica de inactivare a FA a fost descrisd cu ajutorul unei ecuatii de ordinul I. Valorile
constantelor vitezei de inactivare termica (k) au fost calculate din panta ecuatiei de regresie liniara
obtinuta prin reprezentarea grafica a logaritmului natural al activitatii reziduale relative in functie de
timpul de inactivare (t).

Legatura dintre D si k, precum si dependenta de temperatura a constantelor vitezei de inactivare
au fostrealizate conform principiului descris in Capitolul 3 Subcapitolul 3.2.2.4

4.3 Rezultate si discutii
4.3.1 Activitatea enzimatica a FA

In figura 4.2. este redati activitatea enzimatici medie corespunzitoare FA in laptele de oaie, capra
si vaca. Se poate observa faptul ca activitatea enzimatica variaza semnificativ Intre specii. Activitatea FA
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corespunzatoare laptelui integral a fost de 3458,4+145,9 U/L (lapte de oaie), 376,01+61,5 U/L (lapte de
vaca) si respectiv 86,74+2,9 U/L (lapte de capra).

In laptele degresat au fost obtinute urmitoarele valori pentru activitatea enzimatici: 2191+123,5
U/L (lapte de oaie), 222,7+49,8 U/L (lapte de vacd), 52,4+2,1 U/L (lapte de capra). Laptele degresat
prezinta 63,36+3,3% (lapte de oaie), 59,24+2,13% (lapte de vaca) si 60,47+1,18% (lapte de capra) din
activitatea enzimatica prezenta in laptele integral.
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Figura 4.2 Activitatea enzimatica a FA in cele trei tipuri de lapte

Distributia activitatii FA obtinuta In acest studiu este similara cu cea raportata in literatura, unde
aproximativ 30-40% din activitatea acesteia este situatd in membrana globulei de grasime. Modul de
distributie a FA in lapte poate explica diferentele de activitate ce apar atat in laptele integral si degresat.
Astfel, FA din laptele de vaca contine 2 izoenzime majore, o- si 3- fosfataza care sunt distribuite in plasma
si respectiv membrana globulei de grasime. B- fosfataza nu este indepartata prin centrifugare si este un
dimer format din 2 subunitati similare cu masa moleculara de aproximativ 85kDa.

Spre deosebire de laptele de oaie, FA se regaseste intr-o cantitate mai mica In laptele de vaca si
capr3d, iar in comparatie cu laptele de vaca, FA este prezenta intr-o cantitate mai mica in laptele de capra.
In acest studiu, laptele integral de capri prezinti 2,5% din activitatea prezenti in laptele de oaie si 23,1%
din activitatea enzimatica determinata in laptele de vaca.

4.3.3 Parametrii cinetici si termodinamici
In figura 4.6. sunt prezentate curbele de inactivare pentru FA din laptele integral de oaie (a), capra
(b) si vaca (c) obtinute cu ajutorul modelului Weibull. Tindnd cont de scala diferita referitoare la abscis3,

pentru a facilita perceptia rezultatelor, s-a decis reprezentarea in doua grafice corespunzatoare celor doua
intervale de temperatura.
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Figura 4.6. Inactivarea termica a FA conform modelului Weibull in lapte integral de a) oaie, b) capra si c)
vaca la diferite temperaturi

In tabelul 4.4 sunt prezentale comparativ parametrii cinetici aferenti modelului Weibull si cinetic
de ordinul I in laptele integral provenit de la diferite specii de animale.

Dupa cum se poate observa (tabelul 4.4.), factorii de forma p si de scala 6 sunt dependenti de
temperatura aplicatd si de tipul de lapte analizat. Concavitatea descendentda (p>1) indica faptul ca
moleculele enzimatice ramase prezinta termolabilitate ridicata, In timp ce concavitatea ascendentd indica
capacitatea moleculelor enzimatice ramase de a se adapta la conditiile de stres aplicate (van Boekel,

2002).
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Tabel 4.4. Analiza comparativa a parametrilor cinetici de distributie Weibull si modelului liniar de
ordinul I In lapte integral de a) capra, b) oaie si c) vaca la diferite temperaturi

a)
Lapte de oaie integral
Temperatura Weibull Liniar
(c) p! 52 R? D3 kx10-2 R?
min min min-!
60 0,74+0,06 47,83+2,88 0,994 44,28+3,21 5,20+0,41 0,908
62,5 1,12+0,39 12,59+1,60 0,946 14,57+1,28 15,80+1,2 0,945
65 0,59+0,14 4,20+0,43 0,958 4,83+0,54 47,68+3,41 0,919
67,5 0,63+0,12 3,06+0,14 0,984 4,69+0,18 49,10+4,12 0,958
70 0,58+0,02 0,73+0,04 0,998 0,89+0,09 258,78+13,85 0,945
72,5 0,69+0,08 0,23+0,02 0,993 0,25+0,01 922,20+64,12 0,969
z, (°C) 5,67+0,09 5,87+0,07
b)
Lapte de caprad integral
Temperatura Weibull Liniar
(C) pt 82 R2 D3 kx10-2 R2
min min min-!
60 1,03+0,18 43,76+2,97 0,985 44,28+2,45 5,20+0,39 0,985
62,5 0,91+0,15 32,94+1,47 0,986 30,30+1,92 7,60+0,54 0,975
65 0,79+0,04 4,32+0,12 0,998 6,79+0,45 33,91+1,52 0,988
67,5 0,66+0,07 3,29+0,25 0,992 3,24+0,12 71,08+5,98 0,959
70 0,70+0,15 1,92+0,26 0,976 1,89+0,09 121,85+10,12 0,961
72,5 1,86+0,44 0,37+0,02 0,973 0,32+0,02 719,68+65,37 0,929
z, (°C) 6,18 + 0,004 597 +0,12
c)
Lapte de vaca integral
Temperatura Weibull Liniar
(C) pt 82 R2 D3 ke x10-2 R2
min min min-!
60 0,74+0,23 53,07£3,21 0,946 42,64+3,97 5,40+0,34 0,935
62,5 0,34+0,07 18,51+1,85 0,977 22,80+1,98 10,10+0,67 0,800
65 0,75+0,15 15,40+1,23 0,977 12,79+0,52 18,00+0,9 0,959
67,5 0,74+0,14 4,24+0,34 0,984 4,27+0,15 53,93+4,21 0,926
70 0,46+0,12 1,58+0,51 0,945 1,88+0,03 122,50+8,54 0,878
72,5 1,67+0,30 0,39+0,02 0,983 0,85+0,01 270,94+10,34 0,951
z, (°C) 6,05+0,21 7,15+ 0,15

1-factor de forma, 2-factor de scala, 3-timp de reducere decimala, - constanta vitezei de inactivare

Valorile obtinute pentru coeficientul D sunt In majoritatea cazurilor mai mari spre deosebire de
cele ale parametrului 8. Acest lucru ar fi indicat o supra-procesare daca ar fi fost utilizat doar modelul
cinetic de ordinul I. In cazul in care valoarea lui § este mai mare decat valoarea lui D, acest lucru denoti o
sub-procesare (Pilavtepe M., 2007).

Valorile calculate pentru factorul z conform modelelor Weibull si liniar in intervalul de
temperaturd 60-72,5°C pentru laptele integral au fost urmatoarele: 6,18+0,004°C si 5,98+0,12°C (lapte de
caprd), 5,67+0,09°C si 5,91+0,07°C (lapte de oaie) si 6,05£0,21°C si 7,15£0,15°C (lapte de vaca).
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In figura 4.7 sunt prezentate curbele de inactivare pentru FA din laptele degresat de oaie (a), capra
(b) si vaca (c) obtinute prin intermediul modelului Weibull.

In laptele degresat si tratat termic la 60°C, FA se inactiveazd mult mai rapid in laptele de oaie, in
timp ce in laptele de capra si vaca panta dreptelor de regresie a prezentat aceeasi valoare.

Spre deosebire de laptele de capra integral, in intervalul de temperatura 60-70°C, procesul de
inactivare al FA din laptele de capra degresat se realizeaza mult mai rapid. Comparativ cu laptele integral,

in laptele degresat de oaie si de vaca, FA se inactiveaza mai rapid in intervalul 60-67,5°C si respectiv 65-
72,5°C.
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Figura 4.7. Inactivarea termica a FA conform modelului Weibull in lapte degresat de a) oaie, b) capra si
c) vaca la diferite temperaturi

In tabelul 4.5 sunt prezentale comparativ parametrii cinetici aferenti modelului Weibull si cinetic
de ordinul I in laptele integral provenit de la diferite specii de animale.
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Tabel 4.5. Analiza comparativa a parametrilor cinetici de distributie Weibull si modelului liniar de

ordinul I Iin lapte degresat de a) capra, b) oaie si ¢) vaca la diferite temperaturi

a)
Lapte de capra degresat
Temperatura Weibull Liniar
(C) p! 52 R2 D3 kx10-2 R?
min min min-t
60 1,15+0,24 31,51+2,12 0,986 38,33£3,55 6,000,21 0,957
62,5 0,88+0,18 15,71+1,70 0,981 16,68+0,9 13,80+0,76 0,978
65 0,79+0,08 3,01+0,17 0,994 5,19+0,05 44,37+2,14 0,984
67,5 0,73+0,18 2,52+0,09 0,989 2,40+0,2 9595+712 0,981
70 0,75+0,15 0,65+0,06 0,975 0,75+0,02 307,06+10,32 0,956
72,5 1,13+0,16 0,38+0,02 0,989 0,58+0,01 397,06+25,11 0,986
z (°C) 6,66 + 0,02 6,49 + 0,10
b)
Lapte de oaie degresat
Temperatura Weibull Liniar
() p! 52 R? D3 kx10-2 R?
min min min-!
60 0,97+0,15 25,15+1,99 0,988 25,58+1,32 9,32+0,7 0,988
62,5 0,67+0,10 13,64+1,02 0,988 15,99+0,98 14,21+1,24 0,966
65 1,23+0,32 3,97+0,65 0,961 3,73+0,42 61,12+3,57 0,957
67,5 0,86+0,32 2,77+0,12 0,944 3,27+0,08 70,48+3,64 0,924
70 0,46+0,08 1,06+0,03 0,978 1,96+0,04 117,9349,32 0,869
72,5 1,03+0,18 0,21+0,01 0,983 0,29+0,01 794,18+34,2 0,983
z, (°C) 6,32+0,17 6,94 + 0,05
c)
Lapte de vaca degresat
Temperatura Weibull Liniar
(c) p! 52 R? D3 k#x10-2 R?
min min min-!
60 0,61+0,12 44,66+3,61 0,976 38,38+1,85 6,19+0,34 0,897
62,5 0,83+0,20 23,44+2,43 0,980 28,05+£1,76 8,98+0,47 0,968
65 0,77+0,04 3,57+0,29 0,998 4,13+0,34 55,85+4,37 0,986
67,5 0,98+0,27 2,69+0,12 0,972 1,81+0,08 127,59+9,45 0,972
70 0,82+0,20 1,61+0,05 0,969 1,42+0,05 162,98+11,24 0,965
72,5 0,71+0,08 0,59+0,05 0,992 0,54+0,01 426,49+20,50 0,968
z, (°C) 6,72 +0,03 6,80 + 0,06

I-factor de forma, 2-factor de scala, 3-timp de reducere decimald, 4-constanta vitezei de inactivare

Factorul de forma p a prezentat valori aproximativ egale in laptele de capra si vaca pentru
intervalul de temperatura 62,5-70°C. Pentru laptele de oaie si capra, la temperatura de 70°C, valoarea lui p
a fost de 1,03+0,18 si respectiv 1,13+0,16, sugerand sensibilitatea termica a moleculelor enzimatice
ramase.

In literatura de specialitate nu au fost gisite informatii detaliate referitoare la cinetica de
inactivare termica a FA din laptele de oaie sau capra.
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Luand in considerare datele prezentate in tabelul 4.4. si tabelul 4.5., inactivarea termica a FA din
laptele de capra, oaie si vaca este dependentd de compozitia mediului si de combinatiile de timp si
temperatura aplicate.

Energia de activare (Ea) a fost calculata din reprezentarea grafica a logaritmului natural al
constantei vitezei de inactivare in functie de inversul temperaturii absolute in Kelvin. Valorile energiei de
activare obtinute in lapte degresat si integral conform modelului cinetic de ordinul I sunt: 341,53+2,41
kJ/mol si 373,04+5,48 k]/mol (lapte de capra), 315,60+4,48 k]/mol si 378,52+1,45 k]/mol (lapte de oaie)
si 341,14+3,57 k] /mol si 311,70£2,49 k]/mol (lapte de vacd). Energia de activare din laptele integral este
mai mare cu 8,44% (capra), 16,62% (oaie) fata de laptele degresat, in timp ce pentru laptele de vaca Ea
este mai mica cu 8,62%. Laptele degresat de capra si vaca prezinta valori comparabile pentru Ea. Wilinska
si al, (2007) au raportat valori mai mari pentru Ea de 421 kJ/mol In laptele de vaca si 406 k]J/mol in
laptele de capra.

Rezultate similare au fost inregistrate si intre laptele integral de oaie si caprd, precum si intre
laptele degresat de oaie si laptele integral de vaca. Acest lucru indica faptul ca pentru initierea procesului
de inactivare a FA din laptele degresat de capra si vaca este necesara o cantitate mai mare de energie.

4.4 Concluzii

Capitolul inititulat Cercetari privind cinetica de inactivare a fosfatazei alcaline cuprinde studiile
efectuate In vederea testdrii eficientei unui nou substrat cunoscut sub numele de 8-chinolil-fosfat in
determinarea activitatii enzimatice in laptele crud provenit de la diferite specii, acest substrat fiind testat
pana in prezent doar in domeniul medical. Au fost stabilite conditiile optime de lucru pentru fiecare tip de
lapte iar pentru studiul termocinetic au fost testate doua modele dintre care, modelul Weibull a fost
aplicat pentru prima data in analiza cineticd a acestei enzime. Concluziile observate in timpul studiului
sunt urmatoarele:

e Metoda fluorimetrica, ce utilizeaza ca substrat 8-chinolil-fosfatul, este simpla, practica si poate fi
utilizata pentru determinarea fosfatazei alcaline atat in laptele bovin cat si nebovin;

e Fatd de metodele colorimetrice, metoda fluorimetrica analizata prezinta o limita de detectie de 1%
din activitatea enzimatica existenta In laptele integral crud. Aceastda limitd de detectie este
inferioara fata de cea obtinutd prin metode colorimetrice, unde pragul este de 0,1-0,5% din
activitatea enzimatica initiala sau cu metoda Fluorophos unde limita de detectie este de 0,006%;

e Activitatea enzimatica cea mai ridicata s-a Inregistrat In laptele de oaie, urmata de laptele de vaca
si capra, unde aproximativ 40% din activitatea acesteia a fost asociatd cu membrana globulei de
grasime;

e Inactivarea termica a fosfatazei alcaline din lapte de capra, oaie si vaca a fost analizatd comparativ
cu ajutorul modelului cinetic de ordinul I si a modelului Weibull;

e Modelul Weibull, alaturi de modelul cinetic de ordinul I, poate fi utilizat pentru descrierea cu
acuratete a comportamentului termic al enzimei;

e In cinetica de inactivare, cresterea temperaturii a condus la pierderea activitatii catalitice a
enzimei, inactivarea termica fiind dependentd de compozitia mediului si combinatiile de timp si
temperatura aplicate;
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e La temperatura joasd, In cinetica de inactivare a laptelui integral nu au fost Inregistrate diferente
intre specii, in timp ce in laptele degresat, valoarea timpului de reducere decimala a prezentat
valori similare doar pentru laptele de vaca si capra;

e La temperatura de 72,5°C, enzima din laptele de oaie atat Integral cat si degresat a prezentat cea
mai mare sensibilitate termica;

e Spre deosebire de laptele integral, timpul necesar reducerii cu 90% a activitatii enzimatice a
prezentat valori mai scazute in laptele degresat;

o Termostabilitatea diferita a fosfatazei alcaline in laptele provenit de la diferitele specii poate fi
explicatad si prin conformatia specifica moleculei, care poate influenta mecanismul de inactivare.

In concluzie, metoda fluorimetrica ce utilizeazi ca substrat 8-chinolil fosfatul nu poate fi utilizati
drept alternativa la metodele standardizate de determinare a activitatii enzimatice in laptele pasteurizat,
limita de detectie fiind de 800mU/L, fatda de 350mU/L cat prevad standardele in vigoare (Norma
europeana Nr. 1664/2006).

Capitolul 5

Cercetari privind cinetica de inactivare a y-glutamil transferazei

5.2 Materiale, metode si echipamente utilizate
5.2.1 Materiale

Probele de lapte utilizate ca solutii enzimatice au fost obtinute conform metodologiei descrise in
Capitolul 4, Subcapitolul 4.2.1.2, cu deosebirea ca probele au provenit din loturi de lapte colectate pe o
perioada de trei luni (iulie-septembrie 2011).

5.2.2 Inactivarea termica a enzimei

Tratamentul termic a fost realizat in conditii similare cu cele descrise la Capitolul 4, Subcapitolul
4.2.2, utilizadndu-se combinatii de temperatura cuprinse intre 60si 70°C, timp de mentinere 0-40 minute.

5.2.3 Determinarea activitatii enzimatice

Activitatea enzimatica a GT a fost determinata spectrofotometric dupa o metoda descrisd de
Zehetner si al., (1995). Dupa efectuarea tratamentului termic si diluarea corespunzatoare cu apa distilata,
un volum de 50 pL de solutie enzimatica a fost adaugat peste 2,5 mL de substrat proaspdt preparat.
Substratul a fost format din 0,1 M Tris, 89 mM NaCl, 48 mM glicil-glicina si 4,8 mM y- glutamil-p-
nitroanilida. Atat proba precum si substratul au fost incalzite separat pe baia de apa fixata la 40°C, inainte
de masurarea activitdtii enzimatice. Activitatea enzimatica a fost determinatd cu ajutorul
spectrofotometrului Cintra GBS UV-VIS (Australia), prin masurarea cresterii absorbantei la 410 nm, timp
de 15 minute. Proba martor a constat din 2,5 mL solutie tampon si 50 uL apa distilata. Coeficientul molar
de extinctie pentru p-nitroanilida la lungimea de unda de 410 nm a fost de 8,8 L /cm mMol.
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Activitatea GT a fost exprimata in unitdti enzimatice. O unitate de activitate enzimatica (U) este
echivalentd unui 1 mM de p-nitroanilida eliberata intr-un minut dintr-un mL de lapte.

A fost realizat si un test de reactivare pentru a verifica (i)reversibilitatea reactiilor. Nu a fost
observata o reactivare a enzimei dupa o perioada de pastrare de o saptdmana la maxim 6°C.

5.2.4 Analiza cinetica a datelor

Cinetica de inactivare a GT a fost descrisa conform metodologiei prezentate in Capitolul 4
Subcapitolul 4.2.2.4.

5.3 Rezultate si discutii
5.3.1 Distributia GT in laptele de capra si oaie si vaca

Dupa cum se poate observa din figura 5.1., valorile Inregistrate pentru activitatea GT au fost
diferite in toate probele de lapte analizate. Similar cu FA, activitatea GT este corelatd cu membrana
globulei de grasime. In laptele integral, activitatea enzimatici a GT a fost mai ridicatd spre deosebire de
laptele degresat.
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1000

lapte integral lapte degresat

Ooaie @capra Bvaca

Figura 5.1. Activitatea GT in laptele de oaie, capra si vaca

Valorile enzimatice medii obtinute In laptele integral au fost urmatoarele: 4025+294 U/L (oaie),
951+193 U/L (caprd) si respectiv 7081+£505 U/L (vaca). Analizand valorile obtinute, se poate observa ca
laptele de oaie prezintd 56,83%+0,14% iar laptele de capra 13,30+2,51% din activitatea enzimatica
initiala existenta in laptele de vaca.

In ceea ce priveste laptele degresat, activitatea enzimatici misurati a fost de 37274255 U/L in
laptele de oaie, 437+78 U/L in laptele de capra si 55034654 U/L in laptele de vaca.

5.3.2 Influenta grasimii asupra distributiei GT in lapte

Grasimea este prezenta In lapte sub forma de globule sferice de diferite dimensiuni ce influenteaza
compozitia acizilor grasi din lapte. Activitatile enzimatice obtinute au fost analizate In raport cu continutul
de proteine, lactoza si grasime (tabel 5.1.). Rezultatele obtinute pentru laptele de vaca cu privire la
distributia activitatii GT sunt similare cu cele specificate In literatura. Astfel, 77,71+2,31% din activitatea
GT a fost regasita In laptele degresat de vaca.

Laptele de oaie, prezintd o compozitie diferitd si un continut mult mai mare de grasime in
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comparatie cu laptele de vaca. In laptele degresat de oaie a fost regasiti 75,8% din activitatea GT din
laptele integral, in timp ce in laptele de capra 53,8%. Aceste rezultate sunt confirmate si de raportul dintre
activitatea enzimaticd a GT si lactozi care prezinti cele mai ridicate valori in fractiunea grasa. in literatura
de specialitate nu au fost gasite studii cu privire la influenta pe care o are globula de grasime asupra
distributiei GT In laptele de capra si oaie.

Tabel 5.1. Distributia medie a GT in laptele de vaca, oaie si capra

Lapte Proteine Lactozd Grdsime GT GT Raport
(%) (%) (%) (U/L) (%) GT/Lactoza

Vacd
integral 3,43 4,50 3,96 7081 100 1573
smantana 1,80 2,98 45 14845 20,49 4981,54
degresat 3,53 4,61 0,30 5503,44 77,71 1193,80
Oaie
integral 4,68 6,17 8,39 4917 100 796,92
smantina 2,20 31 50 11712 239 3778
degresat 6,40 8,36 0,34 3727 75,79 445,81
Capra
integral 3,45 4,52 4,50 951 100 210,39
smantana 1,7 2,67 47 5432 51,12 2034,45
degresat 3,56 4,6 0,2 437 45,95 95

Laptele de oaie prezinta o compozitie diferitd si un continut mult mai mare de grasime in
comparatie cu laptele de vaca. In laptele degresat de oaie a fost regasiti 75,8% din activitatea GT din
laptele integral, in timp ce in laptele de capra 53,8%. Aceste rezultate sunt confirmate si de raportul dintre
activitatea enzimaticd a GT si lactozi care prezinti cele mai ridicate valori in fractiunea grasa. in literatura
de specialitate nu au fost gasite studii cu privire la influenta pe care o are globula de grasime asupra
distributiei GT In laptele de capra si oaie.

5.3.3 Inactivarea termica

Stabilitatea termica a GT a fost examinatd In domeniul de temperatura 60-77°C in laptele de capra
si oaie In comparatie cu laptele de origine boving, cu scopul de a verifica capacitatea acestei enzime de a fi
utilizata In calitate de indicator al eficientei tratamentului termic in laptele de origine nebovina.

Efectul tratamentului termic asupra comportamentului de inactivare a GT in diferite tipuri de
lapte si exprimata ca valoare reziduala in functie de activitatea enzimatica initiala este reprezentata grafic
(prin intermediul modelului cinetic de ordinul I) in functie de timpul de mentinere in figura 5.4. si figura
5.5. Tinand cont de scala diferita referitoare la abscisa, s-a decis reprezentarea In doua grafice pentru a
facilita perceptia rezultatelor.Variatia de temperatura-timp si continut de grasime a condus la diferente
semnificative intre probele de lapte analizate. Gradul de inactivare a GT a crescut odata cu cresterea
temperaturii si a timpului de mentinere.

Laptele de oaie incalzit la 60°C, timp de 40 minute a prezentat o activitate reziduala relativa
pentru GT de 80,22+1,23% in laptele degresat si de 75,69+2,1 % in laptele integral. In schimb, la 65°C, GT
s-a inactivat mai rapid in laptele degresat spre deosebire de laptele integral. in intervalul de temperatura
65-70°C, panta dreptelor creste semnificativ, iar la temperatura de 77¢ C dreptele de regresie devin din ce
in ce mai apropiate.
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Figura 5.4 Inactivarea termica de ordinul I a GT la diferite temperaturi in lapte integral de a) oaie b)
caprd, c) vaca
(A reprezinta activitatea enzimatica la timpul ¢, Ay activitatea enzimatica initiala)

Laptele de oaie incalzit la 60°C, timp de 40 minute a prezentat o activitate reziduala relativa
pentru GT de 80,22+1,23% in laptele degresat si de 75,69+2,1 % in laptele integral. In schimb, la 65°C, GT
s-a inactivat mai rapid in laptele degresat spre deosebire de laptele integral. in intervalul de temperatura
65-70°C, panta dreptelor creste semnificativ, iar la temperatura de 77¢ C dreptele de regresie devin din ce

in ce mai apropiate.

Spre deosebire de laptele integral de vaca, la laptele de capra si de oaie se observa c3, in intervalul
de temperatura 60-65°C, procesul de inactivare decurge lent. Cresterea cu 5°C, peste temperatura de 65°C
a condus la marirea semnificativa a pantei dreptelor.

In laptele integral de capra spre deosebire de cel degresat, GT este mult mai termostabild dupa un
tratament termic efectuat timp de 40 de minute la 60°C. In intervalul 60-65°C, enzima se inactiveaza mult
mai rapid in laptele degresat, fapt ce se observa usor si din panta dreptelor. Enzima se inactiveaza rapid
odata cu cresterea temperaturii de la 70°C la 77°C, dreptele de regresie devenind foarte apropiate.
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Figura 5.5. Inactivarea termica de ordinul I a GT la diferite temperaturi In lapte degresat de a) oaie, b)
capr3g, c) vaca
(A reprezinta activitatea enzimatica la timpul ¢, Ao activitatea enzimatica initiala)

Pentru laptele degresat, in intervalul de temperatura 60-65°C inactivarea GT este mult mai rapida
in laptele capra spre deosebire de laptele de oaie. In laptele de vaci, GT este aproape inactivati la
aplicarea unui tratament termic de 77°C timp de 20 de secunde; valoarea reziduala enzimatica fiind de
1,8+0,02% in laptele integral si 1,03+0,01% in laptele degresat. Aceleasi conditii de tratament termic au
avut o influenta mai mica asupra GT din laptele de oaie, activitatile enzimatice reziduale Inregistrate au
fost de 32,1+0,2% (lapte integral) si 33,2+0,4% (lapte degresat). O activitate enzimaticd similara a fost
observatad In laptele integral de capra (34,7+0,5%), In timp ce valoarea enzimatica reziduala cea mai
ridicata inregistrata pentru GT a fost In laptele degresat de capra cu o valoare de 45,5+0,3%.

5.3.4 Parametrii cinetici si termodinamici

In termeni cinetici, GT in toate tipurile de lapte analizate a fost modelatid prin intermediul
modelului de inactivare de ordinul I si Weibull. Valorile aferente lui D si R? pentru inactivarea GT in
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probele de lapte analizate prin intermediului modelului cinetic de ordinul I sunt prezentate in tabelul 5.5
si 5,6. Cum era de asteptat, valorile lui D au scazut odata cu cresterea temperaturii de la 60 la 70°C,
indicand o inactivare rapida a GT la temperaturi ridicate.

Tabelul 5.5 Valorile pentru timpul de reducere decimala (D) si cresterea de temperatura necesara
reducerii de 10 ori a valorii D (z) pentru GT in laptele de capr3, oaie si vaca, a) lapte integral, b) lapte
degresat aferente modelului cinetic de ordinul I
(Dumitrascu si al.,, 2012)

a) lapte integral

Temperatura, °C Lapte de capra Lapte de oaie Lapte de vaca
D (min) R2 D (min) R? D (min) R?
60 59,52+5,2 0,87 163,93+22,98 0,92 68,75+5,99 0,94
65 43,70+1,88 0,97 78,74+9,94 0,95 7,18+1,44 0,95
70 7,09+1,08 0,95 6,60+0,09 0,9 1,53+0,04 0,97
72 2,27+0,86 0,97 4,33+0,58 0,97 0,42+0,07 0,94
73 1,44+0,006 0,9 1,84+0,18 0,98 0,26+0,001 0,97
75 0,73+0,18 0,98 0,59+0,25 0,95 0,18+0,002 0,97
77 0,33+0,009 0,97 0,28+0,07 0,97 0,07+0,003 0,98
z (°C) 7,09 + 0,09 5,88 £ 0,027 5,80 + 0,05

b) lapte degresat

Temperatura, °C Lapte de capra Lapte de oaie Lapte de vaca
D (min) R? D (min) R? D (min) R?
60 69,52+8,81 0,94 200+9,02 0,95 59,35+0,74 0,92
65 24,30+7,84 0,97 60,6+18,59 0,98 10,11+3,74 0,95
70 8,40+0,09 0,96 5,08+0,55 0,94 2,03+0,20 0,96
72 2,35+0,74 0,94 2,10+0,10 0,99 0,50+0,06 0,94
73 1,87+0,43 0,97 1,69+0,07 0,97 0,34+0,08 0,98
75 0,82+0,04 0,98 1,03+0,04 0,97 0,18+0,02 0,98
77 0,52+0,03 0,97 0,31+0,03 0,96 0,07+0,01 0,97
z (°C) 8,02 + 0,23 5,97 + 0,08 583 +0,01

Comparand probele in functie de continutul de grasime, se poate observa ca la temperatura
scazuta (60°C), GT se inactiveaza mai rapid in laptele integral de oaie si capra. Pentru laptele de vaca,
valoarea aferenta lui D a fost mai ridicata in laptele integral fata de laptele degresat. Caracteristicile
specifice globulei de grasime in laptele de vaca fata de cel de origine nebovind justifica probabil
diferentele aparute.

La temperatura scazuta, GT este mult mai stabila in laptele degresat de oaie, urmat de cel de capra
si vaca, In timp ce la temperatura ridicata (77°C), GT este mult mai stabild in laptele de capra spre
deosebire de celelalte probe de lapte analizate.

Valorile energiei de activare obtinute pentru inactivarea GT in laptele degresat si integral sunt:
277,59+2,32 k]/mol si 313,7+3,98 kJ/mol (lapte de capra), 373,16+2,58 kJ/mol si 377,62+1,39 k]/mol
(lapte de oaie) si 384,24+1,45 kJ/mol si 381,44+2,19 kJ/mol (lapte de vaci). In laptele degresat de caprs,
energia de activare este cu aproximativ 11,5% mai mica in comparatie cu laptele integral, in timp ce
valorile aferente energiei de activare in laptele de oaie si vaca analizate sunt similare, indiferent de
continutul de grasime prezent in probe.

Valorile mici obtinute pentru energia de activare in laptele degresat de capra sugereaza ca pentru
initierea procesului de denaturare, respectiv modificarea conformatiei initiale active si trecerea in forma
inactiv3, este nevoie de o cantitate mica de energie.
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5.4 Concluzii

Cercetdrile prezentate in capitolul inititulat Cinetica de inactivare a y-glutamil transferazei si-au

propus sa testeze eficienta y-glutamil transferazei din laptele de origine bovina si nebovina ca indicator al
tratamentului termic cuprins intre 70 si 80°C. In prezent, nu existi studii de analizi cinetici realizate pe
laptele de origine nebovina.

Au fost stabilite conditiile optime de lucru pentru fiecare tip de lapte iar pentru analiza cinetica a

datelor au fost testate doua modele, din care modelul Weibull a fost aplicat pentru prima data in analiza

cinetica a acestei enzime. Concluziile observate in timpul studiului sunt urmatoarele:

Laptele de vaca a prezentat cea mai mare activitate enzimatica pentru y-glutamil transferazs,
urmat de laptele de oaie si de capra;

Activitatea y-glutamil transferazei este asociatd cu membrana globulei de grasime, activitatea
enzimatica cea mai ridicatd a fost observata pentru laptele integral;

Spre deosebire de laptele de vaca si oaie unde aproximativ 25% din activitatea enzimatica este
asociata cu fractiunea gras3, In laptele de capra asocierea enzimei cu globula de grasime este de
50%;

La temperatura scazutd, y-glutamil transferaza este mai stabila in laptele de oaie, in timp ce la
temperatura ridicatad (77°C), stabilitatea cea mai mare a y-glutamil transferazei a fost inregistrata
in laptele de capra;

Analiza Anova a ardtat ca nu exista diferente semnificative pentru un nivel de semnificatie a=0,05,
intre valorile parametrului D si § aferente celor doud modele utilizate;

Pentru intervalul de temperatura studiat, y-glutamil transferaza din laptele capra a prezentat cea
mai mare termostabilitate fata de laptele de vaca si oaie, valorile lui z aferente modelului cinetic de
ordinul I fiind de 7,07°C (lapte integral) si 8,02¢C (lapte degresat);

Analiza Anova bifactoriala a aratat ca, in cazul ambelor modele utilizate, valorile aferente
parametrului z nu sunt influentate de tipul de lapte sau de continutul de grasime din lapte;

Modelul Weibull alaturi de modelul cinetic de ordinul I a descris cu acuratete inactivarea termica a
y-glutamil transferazei;

In concluzie, activitatea y-glutamil transferazei diferd in functie de specia de la care provine

laptele, diferente semnificative fiind Inregistrate In ceea ce priveste activitatea enzimatica existentd in
laptele crud. In ceea ce priveste cinetica de inactivare, se poate afirma cu o probabilitate de 95% ci
aceasta nu este semnificativ influentata de specia de la care provine laptele sau de continutul de grasime.
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Capitolul 6
Cercetari privind cinetica de inactivare a lactoperoxidazei

6.2 Materiale, metode si echipamente utilizate
6.2.1. Materiale

Probele de lapte au fost obtinute conform metodologiei descrise in Capitolul 3, Subcapitolul
3.2.1., cu deosebirea ca laptele a fost achizitionat In perioada martie-mai 2011.

6.2.2 Inactivarea termica a enzimei

Pentru reproductibilitate si evaluare comparativa, tratamentul termic a fost realizat In conditiile
mentionate in Capitolul 4, Subcapitolul. 4.2.2.1. Au fost testate mai multe combinatii de temperatura
(70-80°C) si timpi de mentinere (0-40 minute). Imediat dupa finalizarea tratamentului termic, capilarele
au fost racite pe baie de gheata. Fiecare set de experimente a fost repetat de 3 ori. A fost realizat si un test
de reactivare pentru a verifica (iJreversibilitatea reactiilor. Nu a fost observata nici o reactivare a enzimei
dupa o perioada de pastrare de o saptdmana la maxim 6°C.

6.2.3 Determinarea activitatii enzimatice

Determinarea activitatii LP s-a efectuat spectrofotometric la lungimea de unda de 412 nm, cu
ajutorul unui spectrofotometru GBC Cintra UV-VIS dupa o metoda descrisa de Kumar si Bhatia (1999). 0,1
mL de enzima au fost introduse peste o solutie de substrat proaspat preparata formata din 1 mM ABTS
(2,2'-azino-bis(3-ethilbenzotiazolina-6-acid sulfonic) si 0,1 mM tampon fosfat, pH 6. Pentru initierea
reactiei a fost adaugata o solutie proaspata de H0,(0,1 mL) de concentratie 3,2 mM. Masurarea
absorbantei a fost realizata timp de 5 minute. Proba martor utilizatd in masuratorile experimentale a fost
formata din substrat si 0,1mL lapte tratat termic la 95°C, timp de 1 minut, pentru care s-a apreciat o
activitate enzimatica negativa.

O unitate de activitate (U) a fost definita ca fiind cantitatea de enzima ce catalizeaza oxidarea unui
umol de ABTS la 20¢C.

6.2.4 Analiza cinetica

Analiza cinetica a datelor a fost realizatd conform principiului de calcul descris la Capitolul 4,
Subcapitolul 4.2.2.4.

Parametrii cinetici au fost estimati prin regresie liniard a valorilor relative reziduale de raspuns
intr-un model global (metoda Intr-un singur pas).

6.2.5 Prelucrarea statistica a datelor

Valorile experimentale si parametrii cinetici au fost estimati cu ajutorul programului SAS,
versiunea 9.2 (SAS Institute, Cary, USA) si cu ajutorul programului GinaFit descris in Capitolul 4
Subcapitolul 4.2.3.1.

6.3 Rezultate si discutii

6.3.1 Activitatea enzimatica a LP

Compozitia fizico-chimica medie a laptelui de capra, oaie si vaca utilizate In acest studiu sunt
prezentate in tabelul 3.1.
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Activitatea enzimatica calculata in fiecare tip de lapte si exprimatda ca U/mL este prezentata in

figura 6.1.
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Figura 6.1. Activitatea enzimatica a LP in lapte de capr3, oaie si vaca

Dupa cum se poate observa, activitatea enzimatica a LP a fost diferita in toate cele trei tipuri de
lapte analizate. In acest studiu activitatea LP a fost de 1,72+0,05 U/mL in laptele de oaie, 0,81+0,05 U/mL
in laptele de capra si 0,97+0,012 U/mL in laptele de vaca. Laptele de capra si vaca prezinta 47,09+1,2% si
respectiv 56,39+2,34% din activitatea enzimatica prezenta in laptele de oaie.

6.3.2. Inactivare termica

Stabilitatea termica a LP din laptele de capra, oaie si vaca a fost examinatda in intervalul de
temperatura cuprins intre 70-80°C, cu scopul de a verifica eficacitatea acestei enzime de a fi utilizata drept
indicator de evaluare si control al eficientei tratamentului termic.

In figura 6.2. sunt prezentate activititile reziduale relative ale LP in diferite tipuri de lapte la timp
constant (5 minute) si temperaturi de inactivare diferite. La temperatura de 70°C, activitatea enzimatica a
fost 87,2+3,7%, 70,05+2,9% si 96,5+2,9% in lapte de capri, oaie si respectiv lapte de vaci. In schimb,
activitatea enzimatica reziduala la 75°C dupa 5 minute de tratament termic a fost 10,8+3,0% (lapte de
caprd), 8,9+4,3% ( lapte de oaie) si 39,8+13,8% (lapte de vaca).

0 - : "

70 75 80
Temperatura, (°C)
—_o—vaca ——capra —A—oaie

Figura 6.2. Stabilitatea termicd dupa 5 minute de tratament termic la temperaturi diferite a LP In lapte de
vaca, capra si oaie. Valorile reprezinta media a trei experimente
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6.3.3 Parametrii cinetici si termodinamici

Cinetica de inactivare termica a LP a fost studiata in cele trei tipuri de lapte, rezultatele obtinute
prin determinarea activitdtii LP dupa tratamentul termic la diferite temperaturi sunt specifice unei

inactivari termice ce urmeaza un model cinetic de ordinul I (figura 6.5.,a, b, ¢ ).

Se observa ca inactivarea decurge lent in intervalul de temperatura 70-72¢C, dupa care panta
dreptelor creste din ce In ce mai mult, iar dreptele de regresie devin la randul lor din ce In ce mai

apropiate.
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Figura 6.5. Inactivarea termica de ordinul I a LP 1n lapte de a) vaca, b) capr3, c) oaie (A4 reprezinta
activitatea enzimatica la timpul ¢, Ao activitatea enzimatica initiala).
(Dumitrascu sial., 2012)

Relatia dintre sensibilitatea termica a unui microorganism tinta si un indicator termic intrinsec a
fost exprimata prin determinarea valorilor lui D si z.Valorile lui D si ale factorului z corespunzatoare LP in
probele de lapte analizate sunt prezentate in tabelul 6.1.
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Tabel 6.1. Valorile pentru timpul de reducere decimala (D), cresterea de temperatura necesara reducerii
de 10 ori a valorii D (z) si coeficientii de corelatie (R?) la inactivarea LP in laptele de capra, oaie si vaca

Temperatura, °C Lapte de capra Lapte de oaie Lapte de vaca
D (min) R? D (min) R2 D (min) R?
70 107,97+9,85 0,87 38,44+7,38 0,92 89,52+10,69 0,94
71 43,85+8,98 0,97 21,41+2,86 0,95 42,88+3,38 0,95
72 24,55+8,78 0,95 8,67+1,18 0,9 22,97+0,70 0,97
73 8,90+1,63 0,97 5,25+0,97 0,97 13,59+1,02 0,94
75 2,97+0,18 0,9 1,86+0,45 0,98 3,68+0,14 0,97
77 0,88+0,11 0,98 0,68+0,04 0,95 0,77+0,14 0,97
80 0,25+0,09 0,97 0,20+0,01 0,97 0,21+0,04 0,98
z (°C) 3,78+ 0,014 4,44 + 0,29 3,49 + 0,007

Valorile lui D au scazut odata cu cresterea temperaturii de la 70 la 80°C, indicand o inactivare mai
rapida a LP la temperaturi ridicate.

Cele mai mici valori obtinute pentru timpul de reducere cu 90% a activitatii enzimatice au fost
obtinute la temperatura de 80°Csi au fost similare In toate tipurile de lapte analizat.

Valorile constantelor de inactivare termica obtinute prin analiza cineticd de ordinul I sunt
prezentate in tabelul 6.4.

Tabel 6.4 Constantele de viteza de inactivare si valorile energiei de activare ale LP
in lapte de capra, oaie si vaca

Temperatura, kx102(min)
¢ Lapte de capra Lapte de oaie Lapte de vaca

70 2,14+0,1 5,2+0,11 2,59+0,03
71 526+1,2 10,75+0,2 5,68+0,3
72 10,01+3,5 29,36+0,4 10,02+0,3
73 26,30+4,8 96,0+0,6 16,98+1,2
75 77,53£3,5 123,55+2,2 64,19+1,4
77 262,17+33,6 335,78+21,2 302,36+5,7
80 991,30+64,6 1101,43+61,1 1106,92+24,6

Ea (k] /mol) 612,62+32,42 521,50+33,58 662,61+18,18

Valorile lui k cresc in intervalul 70-80°C, demonstrand o crestere a vitezei de inactivare.

Energia de activare pentru inactivarea LP In lapte de oaie este cu 25% si respectiv 15% mai mica
in comparatie cu energia de activare obtinutd in laptele de capra si vaca. Acest lucru indica faptul ca
pentru initierea procesului de denaturare a LP in laptele de oaie este necesara o cantitate mare de energie.

6.4 Concluzii

Studiile prezentate in capitolul intitulat Cercetari privind cinetica de inactivare a lactoperoxidazei
au avut ca obiectiv principal studierea rolului potential pe care il prezinta LP din laptele de oaie si capra in
comparatie cu cea din laptele de vaca in monitorizarea eficientei tratamentului termic. Tratamentul
termic a vizat atat intervalul specific de pasteurizare, cdt mai ales tratamentele termice severe, pornind de
la ipoteza ca parametrii de procesare termica a laptelui de origine nebovina pot fi diferiti de cei utilizati in
cazul laptelui de origine bovina. Au fost stabilite conditiile optime de lucru pentru fiecare tip de lapte,
concluziile observate in timpul studiului fiind urmatoarele:

e A fost determinata simultan pentru prima data activitatea enzimatica a lactoperoxidazei in lapte
de capra, oaie si vaca;

e Inactivarea termica a lactoperoxidazei din lapte de capra, oaie si vaca a fost analizata comparativ
cu ajutorul modelului cinetic de ordinul I si a modelului Weibull;
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e Dupa aplicarea unui tratament termic la 70°C timp de 5 minute, termostabilitatea cea mai ridicata
a prezentat-o lactoperoxidaza din laptele de vaca, urmata de laptele de oaie si capra;

e La temperatura de 80°C nu au fost identificate diferente in cinetica de inactivare a enzimei In cele
trei tipuri de lapte analizate prin intermediul celor doua modele utilizate;

e Analiza Anova bifactoriala a demonstrat ca valorile aferente parametrului z nu sunt semnificativ
influentate de modelul utilizat sau de tipul de lapte analizat;

e Analiza Anova bifactoriald a aratat ca valorile aferente constantelor de inactivare termica sunt
influentate semnificativ de tipul de lapte si de temperatura aplicatd;

e Valoarea cea mai mare pentru energia de activare a fost obtinuta pentru lactoperoxidaza din
laptele de oaie, ceea ce sugereaza o termostabilitate mai mare a LP odatd cu cresterea
temperaturii;

e Au fost pusi pentru prima data in evidenta parametrii cinetici aferenti lactoperoxidazei din laptele
de oaie;

e Modelul Weibull, alaturi de modelul cinetic de ordinul I, poate fi utilizat pentru descrierea cu
acuratete a comportamentului de inactivare termica a lactoperoxidazei;

Pe baza rezultatelor obtinute, se poate afirma ca LP poate fi utilizata ca indicator de diferentiere a
tratamentelor termice aflate la limita inferioara a pasteurizarii inalte.

Capitolul 7

Analiza comparativa a cineticii de denaturare/inactivare termica

7.1 Analiza comparativa a activitatii FA, GT si LP din diferite tipuri de lapte

Analiza comparativd a urmdrit formarea unei imagini de ansamblu cu privire la activitatea
enzimatica pe care o prezinta FA, GT si LP In diferite tipuri de lapte, rezultatele obtinute fiind centralizate
in tabelul 7.1.

Tabel 7.1 Activitatea FA, GT si LP in diferite tipuri de lapte

Enzima Lapte de oaie Lapte de capra Lapte de vaca

integral degresat integral degresat integral degresat
FA,U/L 3458,4+145,9 2191+£123,5 86,74+2,9 52,4+2,1 376,01+61,5 222,7+49,8
GT,U/L 4025+294 3727+255 951+193 437+78 7081+505 5503+654
LP,U/L 1720+5,12 - 8104+5,65 - 970+12,4 -

in laptele de oaie, ordinea activititii pe care au prezentat-o enzimele studiate a fost urmitoarea:
GT>FA>LP. In laptele de capra si vaca, GT a fost inregistrata cu activitatea cea mai ridicatd, urmati apoi de
LP si FA.

Se poate observa ca pentru GT au fost obtinute cele mai ridicate valori ale activitatii enzimatice,
urmata de FA si LP cu diferente semnificative Intre speciile de la care provine laptele.
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FA se regaseste in proportie de aproximativ 40% In fractiunea grasa, distributie ce nu depinde de
specia de la care provine laptele. in ceea ce priveste GT, aproximativ 25% din activitatea enzimei din
laptele de oaie si vaca se regaseste in globula de grasime, in timp ce pentru laptele de capra mai mult de
50% din activitatea GT este prezenta in fractiunea grasa.

GT prezinta cea mai mare activitate enzimatica in laptele de vacd, urmat de laptele de oaie si capra.
Pentru FA si LP, laptele de oaie prezinta cele mai ridicate valori ale activitatii enzimatice urmat de laptele
de vaca si capra.

Din dendograma reprezentata in figura 7.1 se poate observa cu usurinta gruparea probelor de
lapte utilizate in functie de tipul de enzima. In cazul FA si GT, tipurile de lapte apar in duplicat deoarece
determindrile au fost efectuate atat pe lapte degresat cat si integral.

1,5 F -
Enzima

1.2 1]
I FA GT LP

o0l L

Distantd euclidiand

0.3 ld

id i dididid:iid i

Figura 7.1 Dendograma pentru gruparea tipului de enzima
in functie de tipul de lapte
(1- lapte de oaie, 2- lapte de capra, 3- lapte de vaca, i-integral, d-degresat)

In figura 7.1 se observi clasificarea probelor de lapte analizate in functie de valoarea activitatii
enzimatice Inregistrate. S-au obtinut trei clase principale, In care clusterul imparte In prima clasa FA, in a
doua clasa GT, iar in a treia clasa LP.

In functie de aceasti clasificare ce are la bazi algoritmii matematici ai metodei celui mai apropiat
vecin, se poate estima enzima de la care provine laptele in functie de activitatea enzimatica.

7.2 Analiza comparativa a cineticii de inactivare si denaturare termica in laptele integral

Modelul cinetic de ordinul I si-a dovedit aplicabilitatea pentru toate enzimele si proteinele
studiate. Studiul comparativ al cineticii de inactivare si denaturare termica poate oferi informatii utile cu
privire la modificarile structurale specifice fiecarei enzime sau proteine din lapte care apar in timpul
tratamentelor termice

Graficele obtinute din reprezentarea grafica a Log (D) versus Temperatura (°C) sunt prezentate in
figura 7.3, 7.4 si 7.5. In laptele de oaie integral, sensibilitatea termici cea mai ridicati o prezinti LP, in
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timp ce GT si FA prezintd valori similare pentru parametrul z. Valorile calculate pentru 3-LG si a-LA sunt
mai mari de 2,35 ori si respectiv 3,47 ori fata de LP.
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= 60 & 70 I 80 85 90 55 60 65 70 75 80 85 90
Temperatura, (°C) Temperatura, (°C)
®FABGT ALP XB-LG Xa-LA ®FA BGT ALP XB-LG X a-lA

Figura 7.4 Sensibilitatea termica a FA, GT, LP, B-LG

Figura 7.3 Sensibilitatea termica a FA, GT, LP, B-LG
si a-LA in laptele integral de capra

si a-LA 1n laptele integral de oaie

In laptele de capri integral (figura 7.4), FA prezinti o sensibilitate termici mai mare in comparatie
cu GT, In timp ce in laptele de vaca integral (figura 7.5) FA este mai putin sensibilda la actiunea
tratamentului termic fatid de GT. In laptele de capri si vaca, LP a prezentat cea mai mare sensibilitate fati
de celelalte componente analizate, In timp ce termostabilitatea cea mai ridicatd a fost Inregistrata pentru

o-LA.
5
1,5
.

Log D (minute)
o
w

55 60 65 70 75 80 85 90
Temperatura, (°C)

¢FA BGT LP XB-LG X a-LA

Figura 7.5 Sensibilitatea termica a FA, GT, LP, B-LG si a-LAin laptele integral de vaca

Energia de activare pentru cele trei enzime si doud proteine studiate in laptele integral este
reprezentata in figura 7.6. Se poate observa cd, in cadrul aceluiasi tip de lapte, valorile obtinute pentru
energia de activare difera semnificativ intre componentele analizate.
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Figura 7.6 Energia de activare aferenta FA, GT, LP, B-LG si a-LA
in laptele integral de oaie, vaca si capra

In capitolele anterioare s-a demonstrat ci cinetica de inactivare a FA, GT si de denaturare a -LG si
a-LA nu este influentata de specia de la care provine laptele, In timp ce pentru LP, valorile energiei de
activare diferd semnificativ Intre tipurile de lapte studiate.

Pentru a determina daca in ansamblu, energiile de activare pentru cele cinci componente analizate
difera semnificativ in cadrul aceluiasi tip de lapte sau daca diferentele apar doar in functie de tipul de
lapte s-a aplicat metoda Anova bifactoriald. Se poate afirma cu o probabilitate de 95%, ca energia de
activare nu este semnificativ influentata de specia de la care provine laptele, dar semnificativ influentata
de componenta analizata in cadrul aceluiasi tip de lapte.

7.3 Analiza comparativa a cineticii de inactivare termica enzimatica a GT si FA in laptele
degresat

Ca urmare a asocierii FA si GT cu globula de grasime, analiza comparativa a fost realizatd atat in
laptele integral cat si degresat. In figura 7.10 (a) sunt redate valorile calculate pentru coeficientul z in
laptele integral, iar in figura 7.10 (b) valorile coeficientu lui z pentru laptele degresat.

a) b)

z,(°C)
O B N W H U1 OO N 0 O
z, (°C)

O R N WU ON ® O

capra oaie vaca capra oaie vacd
BFA =GT
HFA ®GT
Figura 7.10 Valorile coeficientului z aferente inactivarii FA si GT in

lapte integral(a) si lapte degresat (b)

Pentru a verifica daca exista diferente semnificative intre valorile aferente parametrului z
corespunzatoare FA si GT s-a utilizat metoda Anova bifactoriala.

Din analiza comparativa a rezultatelor corespunzatoare valorilor z obtinute pentru inactivarea FA
si GT In laptele integral (tabelul 7.3 a) si degresat (tabelul 7.3 b) se poate afirma cu o probabilitate de 95%
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cad valorile parametrului z nu sunt influentate semnificativ de tipul enzima sau de specia de la care provine
laptele.

7.5 Concluzii

Capitolul 7 intitulat Analiza comparativa parametrilor cinetici de denaturare/inactivare termica,
si-a propus sad creeze o imagine de ansamblu cu privire la activitatea pe care o prezinta enzimele si
proteinele considerate indicatori de diferentiere ai tratamentelor termice, in functie de specia de la care
provine laptele, continutul de grasime si tratamentul termic aplicat. Concluziile desprinse sunt
urmatoarele:

e Dintre cele trei enzime studiate, y-glutamil transferaza prezinta cea mai mare activitate In toate
tipurile de lapte analizate;

e Enzimele corelate cu membrana globulei de grasime nu prezinta acelasi procent de distributie in
fractiunea grasd. Pentru fosfataza alcalind aproximativ 40% din activitate este prezenta in
smantana, in timp ce pentru y-glutamil transferaza procentul este de aproximativ 25% cu o
diferenta mult mai mare in laptele de capra;

e Dendograma rezultata in urma analizei de clusterizare a clasificat probele de lapte in functie de
tipul de enzima;

e Analiza comparativa a energiilor de activare pe componente, demonstreaza ca acestea difera
semnificativ in cadrul aceluiasi tip de lapte;

e Analiza Anova a ardtat ca valorile energiei de activare calculate pentru fiecare componenta
analizatd nu sunt influentate de specia de la care provine laptele;

e Analiza comparativa a valorilor z obtinute pentru fosfataza alcalina si y-glutamil transferaza in
laptele integral si degresat demonstreaza cu o probabilitate de 95% ca valorile parametrului z nu
sunt influentate semnificativ de tipul enzima sau de specia de la care provine laptele;

Capitolul 8
Evaluarea inocuitatii microbiologice a laptelui pe baza parametrilor
cinetici specifici unor compusi din lapte

8.4 y-glutamil transferaza si siguranta microbiologica

Acest studiu a aratat ca in cinetica de inactivare a GT, parametrii cinetici rezultati nu sunt
influentati semnificativ de tipul de lapte sau de continutul de grasime al laptelui. Activitatea initiala pe
baza cdreia au fost construite diagramele de timp si temperatura au fost in laptele integral de 4025+294
U/L (oaie), 951193 U/L (capra), 7081+505 U/L (vaca) si 3727255 U/L (oaie), 437+78 U/L (capra) si
55031654 U/L (vaca) in laptele degresat .

Presupunand ca un test negativ este asociat cu reducerea cu 90% din activitatea initiala a GT,
rezultd ca diferitele combinatii temperatura-timp corespunzadtoare inactivarii acestei enzime sunt
suficiente pentru inactivarea microorganismelor cu o termorezistenta mai mica sau egala cu cea a lui P.
fluorescens.

in figura 8.1 este reprezentata diagrama de timp si temperatura pentru zona de pasteurizare ce
utilizeaza GT In aprecierea sigurantei microbiologice a laptelui de oaie. Linia rosie punctata in diagrama
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intersecteaza cele doua tratamente termice de pasteurizare prevazute in legislatie si anume: 71,7°C/15

secunde si 62,7°C/30 minute.

Logt (min)
o

74 76 78 80

Escherichia coli 0157:H7
Staphylococcus aureus
Mycobacterium Bovis

60 62 64 66 68 70 72
Temperatura, (°C)
* Listeria monocytogenes o
A Salmonella ssp. a
x Pseudomonas fluorescens L]
. lapte de oaie integral

lapte de oaie degresat

Figura 8.1 Diagrama de timp si temperaturad pentru domeniul de pasteurizare: utilizarea testului
GT pentru aprecierea sigurantei microbiologice a laptelui de oaie

In laptele de oaie atat integral cat si degresat, o reducere de 6 log pentru specia S. aureus va fi
garantata de un test negativ pentru GT la o temperatura mai mare de 60°C.

In laptele de capri atat integral cit si degresat (figura 8.2), aplicarea unui tratament termic
cuprins Intre 60-70°C nu asigura prin utilizarea testului GT o reducere de 6 log pentru specia S. aureus.
Folosirea unui tratament termic la o temperatura mai mare de 70°C va fi garantata de un test negativ
pentru GT, asigurand distrugerea microorganismelor ce prezinta o rezistenta termica mai mica sau egala

cuceaaluis. aureus.

Logt (min)

60 62 64 66 68 70 72
Temperatura, (°C)
* Listeria monocytogenes o
A Salmonella ssp. a
x Pseudomonas fluorescens L[]
* lapte de capra integral

zona de pasteurizare

74 76 78 80

Escherichia coli0157:H7
Staphylococcus aureus
Mycobacterium Bovis
lapte de capra degresat

Figura 8.2 Diagrama de timp si temperaturad pentru domeniul de pasteurizare: utilizarea testului GT
pentru aprecierea sigurantei microbiologice a laptelui de capra

In ceea ce priveste laptele de vaci, asa cum se poate observa din figura 8.3, pentru intreg
intervalul de temperatura studiat, un test negativ pentru GT nu garanteaza reducerea cu 6 log a lui
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S.aureus. Se poate remarca de asemenea, cd un grad de inactivare de 90% a lui GT garanteaza distrugerea
termicad a P. fluorescens doar la o temperatura mai mica de 70°C.

Logt (minute)

60 62 64 66 68 70

* Listeria monocytogenes [e]
A Salmonella ssp. [ ]
x Pseudomonas fluorescens L[]
* lapte de vaca integral

72 74 76 78 80
Temperatura, (°C)

Escherichia coli 0157:H7
Staphylococcus aureus
Mycobacterium Bovis
lapte de vaca degresat

Figura 8.3 Diagrama de timp si temperatura pentru domeniul de pasteurizare: utilizarea testului GT
pentru aprecierea sigurantei microbiologice a laptelui de vaca

8.5 Lactoperoxidaza si siguranta microbiologica

Desi unele studii au recomandat lactoperoxidaza (LP) drept indicator ce poate fi utilizat pentru
identificarea laptelui pasteurizat la temperaturad inalta (Lorenzen si al., 2010), in prezent nu exista o
reglementare in care sa fie specificatd o valoare limita pentru activitatea reziduala a LP in laptele

suprapasteurizat.

La nivelul UE, nu exista o legislatie aferentd produselor ESL (extended self-life products), laptele
ultrapasteurizat fiind un exemplu reprezentativ in acest sens. In cinetica de inactivare a lactoperoxidazei
s-a putut observa ca exista diferente Intre laptele provenit de la diferite specii, enzima inactivandu-se cel

mai rapid in laptele de oaie.

Diagrama de timp si temperatura pentru regiunea de pasteurizare in care este implicata LP este

reprezentata in figura 8.4.

Logt (minute)

73 74

75 76 77 78 79 80

Temperatura, (°C)

=] Staphylococcus aureus
. lapte de oaie
o lapte de vaca

L Pseudomonas fluorescens
o lapte de capra

@= e= zonade pasteurizare

Figura 8.4 Diagrama timp si temperatura pentru domeniul de pasteurizare: utilizarea testului LP pentru
aprecierea sigurantei microbiologice a laptelui.
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O temperaturda mai mica sau egald cu 80°C garanteazd distrugerea microorganismelor cu o
rezistenta mai mica sau egala cu cea a lui S. aureus. Aplicarea unei temperaturi de 80°C timp de 30 de
secunde a condus la obtinerea unei activitati reziduale pentru LP de 0,07% in laptele de capra, 0,12% in
laptele de oaie si 0,03% in laptele de vaca.

Hernandez si al. (1990) au identificat in laptele pasteurizat comercial de vaca o activitate mai mica
cu 30% fata de cea prezenta in laptele crud. Conform diagramei prezentate in figura 8.5, un grad de
inactivare de 25% pentru LP corespunde unei activitati enzimatice de 1,29 U/mL in laptele de oaie, 0,60
U/mL in laptele de capra si 0,72 U/mL in laptele de vaca.
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= Y

Figura 8.5 Diagrama timp si temperatura pentru domeniul de pasteurizare: utilizarea testului LP(25%
inactivare) pentru aprecierea sigurantei microbiologice a laptelui.

In comparatie cu regimul de pasteurizare realizat la 72°C, 15 secunde, activititile enzimatice
mentionate anterior au fost Inregistrate dupa 2,5 minute (lapte de oaie), 5 minute (lapte de capra) si 12,5
minute (lapte de vaca) de mentinere la temperatura de 72°C. De remarcat faptul ca LP din laptele de oaie
se inactiveazi mult mai rapid in comparatie cu laptele de vaci. In acest studiu, o temperaturd mai mica
sau egala cu 80°C, aferentd unui grad de inactivare de 25% pentru LP garanteaza in toate tipurile de lapte
analizate distrugerea lui S. aureus.

Pasteurizarea inalta este realizata in cele mai multe cazuri Intre 85-90°C timp de 15-20 de
secunde, prin urmare se poate afirma ca LP nu reprezintd un indicator eficient de diferentiere a
pasteurizadrii inalte indiferent de specia de la care provine laptele.

8.6 B-Lactoglobulina si siguranta microbiologica

Denaturarea (B-LG a fost evaluata in raport cu inactivarea microbiana folosind o concentratie
medie de 3,12 mg/L in laptele de vac3, 3,33 mg/L in laptele de capra si 7,90 mg/L in laptele de oaie.

Construirea curbelor de denaturare (figura 8.6) a avut la baza parametrii cinetici corespunzatori
tratamentului termic efectuat pentru 3-LG.
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Figura 8.6 Diagrama de timp si temperaturad pentru domeniul de pasteurizare: utilizarea testului 3-LG
pentru aprecierea sigurantei microbiologice a laptelui integral

Conditiile impuse pentru regiunea de pasteurizare se afla mult peste limita de distrugere termica a
lui S. aureus. La temperatura de 72,5°C, timpul de procesare ce corespunde unei reduceri pentru S. aureus
de 6 log si unei denaturari de 30% pentru 3-LG difera de la o specie de lapte la alta (figura 8.7). Diferenta
intre timpul aferent unei reduceri cu 6 log pentru S. aureus si unei denaturari pentru -LG de 30% este de
0,47 minute in laptele de capra, 3,03 minute in laptele de oaie si 2,85 minute in laptele de vaca.

In prezent, standardele in vigoare existente la nivel european previd pentru regimul de
pasteurizare realizat la 71,7°C, 15 secunde, o concentratie de 3-LG in laptele de vaca mai mare de 2600
mg/L, in timp ce pentru pasteurizarea inalta, concentratia de -LG trebuie sa fie mai mare de 2000 mg/L.
In acest studiu, un grad de denaturare de 30% pentru B-LG la temperatura de 72,5°C corespunde unei
concentratii de 2184 mg/L in laptele de vaca, 2331mg/L in laptele de capra si de 5530 mg/L in laptele de
oaie.
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Figura 8.7 Diagrama de timp si temperaturd pentru domeniul de pasteurizare: utilizarea testului 3-LG
(30% denaturare) pentru aprecierea sigurantei microbiologice a laptelui integral

Concentratiile initiale de B-LG obtinute in acest studiu au fost de 3120 mg/L in laptele de vaca,
3330 mg/L in laptele de capra si 7900 mg/L in laptele de oaie. O concentratie reziduala de 3000 mg/L
corespunde unui grad de denaturare de 3,84% in laptele de vaca, 9,91% in laptele de capra si 62,02% in
laptele de oaie. Distributia diferita a unor grupari reactive din laptele de capra si vaca se reflecta asupra
vitezei de denaturare a B-LG, asa cum reiese si din figura 8.7. Diferentele mici ce apar in compozitia
aminoacizilor pentru tipurile de variante genetice sub care se regaseste 3-LG in laptele provenit de la
diferite specii de animale conduc la modificari conformationale, care se reflecta Intr-un mecanism de
denaturare termica si parametri cinetici semnificativ diferiti. In practici, in general, variatia genetici este
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ignorata deoarece indiferent de varianta genetica, laptele este foarte probabil sa contind concentratii
aproximativ egale ale celor doua variante genetice A si B (Lyster, 1970).

8.7 Indicatorii de timp si temperatura si tratamentele termice aplicate-analiza comparativa

Diagramele construite In figurile 8.8, 8.9, si 8.10, ofera o imagine de ansamblu referitoare la
concentratiile indicatorilor de timp si temperatura prezente in laptele tratat termic provenit de la diferite

specii de animale.
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90% inactivare GT

Figura 8.8 Diagrama tolerantei de timp si temperatura pentru zona de pasteurizare
in laptele integral de oaie

Din diagrame se poate observa ca activitatea reziduala de 10% pentru GT si 75% pentru LP in
toate tipurile de lapte analizate, delimiteaza clar domeniul de pasteurizare. De mentionat faptul c3,
inactivarea totala a LP a aparut In urma aplicarii unui tratament termic mai mic decat cele aplicate pentru

pasteurizarea Inalta.
In laptele de oaie (figura 8.8) curbele de inactivare pentru GT si LP sunt similare, astfel se poate
afirma ca aceste doua enzime pot fi utilizate pentru descrierea limitei inferioare a zonei de pasteurizare

HTST. Pentru laptele de capra (figura 8.9), un interval de temperatura mai mic de 75°C realizeaza o
diferentiere clara intre GT si LP, astfel GT poate fi utilizatd pentru a descrie tratamentele termice aflate

intre pasteurizarea joasa si cea Tnalta.
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Figura 8.9 Diagrama tolerantei de timp si temperatura pentru zona de pasteurizare
in laptele integral de capra
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De remarcat diagrama construitd pentru laptele de vaca (figura 8.10), unde domeniul de
temperatura aplicat diferentiaza evident activitatea reziduala a celor doud enzime. Curba ce descrie un
grad de inactivare a GT de 90% se apropie de conditiile legale impuse pentru pasteurizarea HTST a
laptelui. Curba de inactivare de 25% pentru LP se apropie de limita inferioara ce descrie domeniul
pasteurizdrii Tnalte care se realizeaza de obicei la o temperaturda mai mare de 80°C, timp de 15-20
secunde. ) |
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Figura 8.10 Diagrama tolerantei de timp si temperatura pentru zona de pasteurizare
in laptele integral de vaca

In toate tipurile de lapte analizate, domeniul pasteurizirii inalte poate fi caracterizat prin
utilizarea denaturdrii cu 30% a 3-LG.

8.8 Concluzii

Capitolul intitulat Evaluarea inocuitatii laptelui pe baza parametrilor cinetici specifici unor
compusi din lapte a urmadrit evaluarea unor indicatori de timp si temperaturd pe criterii de siguranta
microbiologicd. Pentru aceasta s-au utilizat parametrii cinetici calculati pentru y-glutamil transferaza atat
in laptele integral cat si degresat, In timp ce pentru lactoperoxidaza si (-lactoglobulina doar in laptele
integral. Etapa urmatoare a constat in construirea diagramelor de toleranta de timp si temperatura.
Diagramele au permis vizualizarea impactului pe care il are tratamentul termic in laptele de oaie, capra si
vaca si evaluarea criteriilor de siguranta microbiologica.

Concluziile desprinse sunt urmatoarele:

» Oreducere cu 6 log pentru specia Staphylococcus aureus, va fi garantata de un test negativ pentru y-
glutamil transferaza la o temperatura mai mare de 60°C pentru laptele de oaie si mai mare de 70°C
pentru laptele de capra. Pentru laptele de vacj, testul y-glutamil transferaza asigura distrugerea lui
Staphylococcus aureus la o temperatura mai mica de 70°C;

> In laptele de capri si oaie, un grad de inactivare de 25% pentru lactoperoxidazi si 90% pentru y-
glutamil transferaza pot fi considerate limite inferioare aferente zonei de pasteurizare Inalta;

> In laptele de vaci, activitatea reziduald de 10% pentru y-glutamil transferazi se apropie de limita
inferioara a pasteurizarii joase, in timp ce activitatea reziduala de 75% pentru lactoperoxidaza se
afla la limita superioara corespunzatoare zonei de pasteurizare joasa;

» Inactivarea completd a lactoperoxidazei are loc in conditii de tratament termic mai putin severe fata
de cele aplicate la pasteurizarea inaltd, astfel, indiferent de specia de la care provine laptele,
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lactoperoxidaza poate oferi indicii cu privire la momentului trecerii de la o zona de pasteurizare la
alta;

» Un grad de denaturare de 30% pentru B-lactoglobulina caracterizeaza regiunea corespunzatoare
pasteurizarii inalte;

In concluzie, caracterizarea indicatorilor de timp si temperaturd pentru zona de pasteurizare a
oferit informatii esentiale ce pot ajuta la diferentierea tipului de tratament termic aplicat, care sa
garanteze totodata siguranta microbiologica si impactul din punct de vedere calitativ a laptelui indiferent
de provenienta acestuia.

Capitolul 9 Concluzii finale

Ca urmare a compozitiei ce furnizeaza toate elementele nutritive pentru dezvoltarea
microorganismelor, laptele proaspat, indiferent de specia de la care provine, trebuie tratat termic. Acest
lucru se datoreaza usurintei cu care poate fi contaminat, daca nu sunt asigurate conditii optime de
furajare, mulgere, colectare si manipulare a laptelui etc.

Cresterea exigentelor consumatorilor spre o alimentatie sandtoasa a condus la diversificarea
produselor lactate de origine neboving, in special a celor de origine caprina si, implicit, la intensificarea
preocupdrilor cercetarilor pe plan mondial.

Lucrarea de fatd a avut ca principal obiectiv caracterizarea indicatorilor intrinseci de timp si
temperatura pentru tratamentele termice de pasteurizare care sd garanteze siguranta in consum a laptelui
de capra si oaie. Cercetarile s-au realizat prin studii detaliate de cinetica de denaturare a unor proteine din
zer si de inactivare a unor enzime din laptele de oaie, capra si vaca. Indicatorii selectati In acest studiu au
fost: B-lactoglobulina, a-lactalbumina, fosfataza alcalind, y-glutamil transferaza si lactoperoxidaza,
indicatori care sunt recunoscuti si aplicati pentru stabilirea eficientei tratamentelor termice in laptele de
vaca.

Prin corelarea rezultatelor experimentale si a concluziilor elaborate in cadrul fiecarui capitol
studiat, s-au evidentiat urmatoarele concluzii generale:

1. B-lactoglobulina

e S-a realizat o evaluare a continutului de proteina in zerul acid prin cromatografie de lichide de
inalta performanta de faza inversa;

e Laptele de oaie a prezentat concentratia cea mai ridicata de7,28 mg/mL. Pentru laptele de vaca si
capra, valorile calculate au fost de 3,27mg/mL si 3,43mg/mL;

e Studiul de denaturare termica a vizat domeniul de pasteurizare cuprins intre 72,5 si 90°C. S-a
constatat un grad redus de denaturare a proteinei la temperatura de 72,5°C, in toate tipurile de
lapte analizate. Acest fenomen a fost explicat prin stabilitatea proteinelor si reactivitatea
grupdrilor SH libere ce sunt implicate In interactiuni intramoleculare in detrimentul celor
intermoleculare;

e Studiile de denaturare efectuate la temperatura de 90°C au demonstrat o susceptibilitate mai
ridicata de denaturare a proteinei din laptele de oaie si capra in comparatie cu laptele de vaca.
Acest comportament a fost justificat de procesul de agregare a moleculelor proteice;
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Parametrii cinetici estimati prin intermediul modelului cinetic de ordinul I au condus la obtinerea
unor valori pentru energia de activare ce sugereaza o conformatie moleculara mai compacta a
proteinei din laptele de vaca;

2. «a-lactalbumina

Cromatogramele rezultate in urma analizei zerului acid au aratat ca, laptele de oaie prezinta o
concentratie de a-lactalbumind mai mica, spre deosebire de laptele de capra si vaca;

In comparatie cu B-lactoglobulina, a-lactalbumina este mult mai termostabils, indiferent de specia
de la care provine laptele;

Din evaluarea comparativa intre specii, a-lactalbumina de origine capring, la temperatura de
72,5°C timp de 1 minut a prezentat cel mai mic grad de denaturare. Spre deosebire de proteina din
laptele de vaca si oaie, acelasi interval de timp aplicat la 90°C a condus la cel mai ridicat grad de
denaturare in laptele de capr3;

Analiza Anova unifactoriala a evidentiat cu o probabilitate de 95% ca valorile constantei vitezelor
de denaturare nu sunt influentate semnificativ de tipul de lapte analizat;

3. Fosfataza alcalina

S-a studiat potentialul utilizarii unui nou substrat 8 chinolil fosfat asupra cineticii de inactivare
termica a fosfatazei alcaline din laptele de vac3, oaie si capra;

Diferentele in activitatea enzimatica au fost semnificative intre laptele provenit de la diferite
specii;

Activitatea fosfatazei alcaline a fost influentata de continutul de grasime, aproximativ 40% din
activitatea acesteia fiind asociata cu globula de grasime;

Pentru calculul parametrilor cinetici s-a utilizat modelul cinetic de ordinul I si modelul Weibull.
Ultimul model a fost utilizat pentru prima data in analiza cineticii de inactivare termica a fosfatazei
alcaline;

Analiza Anova a evidentiat ca intre parametrii cinetici calculati prin intermediul modelului cinetic
de ordinul I si Weibull nu exista diferente semnificative;

Pe baza parametrilor cinetici estimati, s-a evidentiat rolul protector pe care il confera continutul
de grasime asupra gradului de inactivare termica al enzimei;

Fosfataza alcalind de origine bovina s-a caracterizat prin termorezistenta cea mai ridicata pentru
intreg intervalul de temperatura studiat, in timp ce enzima din laptele de oaie a prezentat cea mai
scdzuta termorezistenta;

Aplicabilitatea substratului 8 chinolil fosfat pentru verificarea eficientei tratamentului de
pasteurizare in industria laptelui este limitata datorita valorii obtinute pentru limita de detectie.
Valoarea obtinuta este inferioara fata de cea impusa de normele europene;

4. y- glutamil transferaza

Din analiza comparativa a activitatii enzimatice, laptele de vaca integral a prezentat cea mai
ridicata valoare (7081+505 U/L). Activitatea enzimatica obtinuta in laptele integral de oaie si
caprd a fost de 1,75 ori si respectiv 7,44 ori mai mica fata de cea obtinuta in laptele de vaca;
Distributia activitatii enzimei in fractiunea grasa a fost influentata de specia de la care provine
laptele. Astfel, in laptele de oaie si vaca, 24 % si respectiv 21 % au fost asociate cu globula de
grasime. In laptele de capra, peste 50% din activitatea enzimatica a fost identificati in smantani;
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Cinetica de inactivare a fost studiata In intervalul 60-77°C. S-au analizat comparativ parametrii
cinetici conform modelului cinetic de ordinul I si modelului Weibull, in laptele de oaie si capra in
comparatie cu laptele de vaca;

Cinetica de inactivare termica a enzimei a fost influentatd de continutul de grasime doar in
anumite intervale de temperatura, diferite in functie de tipul de lapte;

Termostabilitatea cea mai ridicata pentru intreg domeniul de temperatura si timp studiat, a fost
inregistratda in laptele de capra degresat, cu o valoare calculatd pentru coeficientul z de
8,02+0,230C;

5. Lactoperoxidaza

Laptele de oaie a prezentat o valoare pentru activitatea enzimatica de 1720 U/L. Aceasta activitate
este mai mare cu 52,90% si respectiv 43,60% fata de cea regasita in laptele de capra si vaca;
Parametrii cinetici au fost estimati in intervalul de temperatura 70-80°C prin intermediul
modelului cinetic de ordinul I si modelului Weibull. Analiza Anova a evidentiat c3, pentru un prag
de semnificatie de 0,05, nu exista diferente semnificative intre parametrii cinetici obtinuti prin
intermediul celor doua modele;

La temperatura de 70°C, termostabilitatea cea mai ridicata a fost Inregistrata in laptele de capra,
urmat de laptele de vaca si oaie. La temperatura de 80¢°C, valorile obtinute pentru timpul necesar
reducerii cu 90% a populatiei enzimatice au fost similare in toate tipurile de lapte studiate;
Temperatura necesara reducerii de 10 ori a timpului de reducere decimala a fost cea mai scazuta
in laptele de vaca (3,49+0,007) si cea mai ridicata in laptele de oaie (4,44+0,29);

Specia de la care provine laptele cat si temperatura aplicatda au influentat semnificativ valorile
constantei de inactivare termica, fapt pus in evidenta de analiza Anova bifactorial3;

6. Analiza comparativd a cineticii de denaturare/inactivare termica

Activitatea si ponderea in care enzimele studiate sunt prezente in lapte variaza de la o specie la
alta. Acest lucru a fost evidentiat si din dendograma rezultata in analiza de clusterizare;

Dintre enzimele studiate, y-glutamil transferaza a prezentat activitatea cea mai mare;

Activitatea cea mai ridicata pentru fosfataza alcalina si lactoperoxidaza a fost inregistrata la laptele
de oaie;

La cele trei enzime studiate, valorile minime pentru activitatile enzimatice au fost inregistrate in
laptele de capra;

Continutul de grasime a prezentat un rol protector in cinetica de inactivare termica a fosfatazei
alcaline la temperatura de 60°C;

Sensibilitatea termica caracterizata prin valoarea parametrului z a fost cea mai ridicata pentru
lactoperoxidaza. Valorile lui z au fost similare pentru fosfataza alcalina si y-glutamil transferaza,
indiferent de specia de provenienta a laptelui. La polul opus, s-au situat -lactoglobulina si a-
lactalbumina, unde domeniul de temperatura studiat a fost descris prin valori ridicate pentru
coeficientul z;

Termostabilitatea enzimelor a variat in functie de tipul de lapte analizat si de temperatura
aplicata;

7. Evaluarea inocuitdtii microbiologice a laptelui pe baza parametrilor cinetici
Evaluarea inocuitatii laptelui s-a realizat prin reprezentarea diagramelor de timp si temperatura.
La construirea acestor diagrame s-au utilizat date cinetice referitoare rezistenta/distrugerea
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termica a microorganismelor patogene specifice laptelui cat si parametrii cinetici calculati pentru
enzimele studiate;

e Diagramele au fost construite pentru un test negativ ce a presupus inactivarea in proportie de
90% pentru y-glutamil transferaza, 25% pentru lactoperoxidaza si 30% pentru (-lactoglobulina.
Aceste procente au garantat siguranta microbiologica a laptelui indiferent de specia de la care
acesta a provenit;

e Utilizarea indicatorilor pentru diferentierea tipurilor de tratamente termice aplicate laptelui
integral au fost evidentiate in functie de provenienta acestuia astfel:

o In laptele de oaie, evolutia indicatorilor y-glutamil transferaza si lactoperoxidazi prezinti
aceeasi pantd. Acest rezultat a sugerat cd, in acest tip de lapte, enzimele au caracterizat
impreuna zona aflata la limita inferioara a pasteurizarii Inalte;

o In laptele de capri, testul negativ pentru y-glutamil transferazi a diferentiat tipul de
tratament termic aflat Intre limita superioara a pasteurizarii clasice si limita inferioara a
pasteurizarii inalte pentru o temperatura mai mica sau egald cu 75°C. Un test negativ
pentru lactoperoxidaza a caracterizat zona aflatd la limita inferioara a pasteurizarii inalte;

o Inlaptele de vacd, un test negativ pentru y-glutamil transferazi s-a aflat la limita ce descrie
si garanteaza siguranta microbiologica a laptelui pentru zona de pasteurizare HTST. Un
test negativ pentru lactoperoxidaza a diferentiat limita inferioara a pasteurizarii inalte;

o Un test negativ pentru -lactoglobulina poate fi utilizat pentru caracterizarea domeniului
de pasteurizare inalta in toate tipurile de lapte analizate.

In concluzie, rezultatele obtinute, desi au un evident caracter de cercetare fundamentali prezinti
si un important carcter aplicativ. Caracterul practic deriva din faptul ca, parametrii cinetici calculati pot
constitui o baza de date valoroase in vederea optimizarii etapelor de tratament termic, de garantare a
sigurantei In consum a laptelui de origine nebovind si de evaluare a severitatii tratamentului termic
aplicat.

Capitolul 10
Contributii originale si perspective de continuare a studiilor

Cercetdrile realizate In corelatie cu obiectivele stiintifice ale tezei de doctorat, s-au evidentiat prin
urmatoarele elemente de originalitate:

v" Au fost realizate simultan studii cinetice de denaturare pentru B-lactoglobulina si a-lactalbumina
din laptele de capra, oaie si vac3;

v S-a testat eficienta aplicarii substratului 8 chinolil fosfat in determinarea activititii fosfatazei
alcaline din lapte;

v S-a studiat in detaliu cinetica de inactivare termicd a y-glutamil transferazei pentru laptele de
origine nebovina;

v" Au fost pusi in evidentd si caracterizati tot pentru prima datd parametrii cinetici aferenti
lactoperoxidazei din laptele de oaie;

v Studiile cinetice realizate prin analiza comparativi a douid modele matematice a evidentiat
potentialul pe care il prezinta modelul Weibull in caracterizarea cineticii de inactivare termica
enzimatica alaturi de modelul cinetic de ordinul I;
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v Au fost stabilite limitele pentru indicatorii enzimatici si proteici din laptele de origine nebovina
care sa garanteze siguranta microbiologica a laptelui si implicit sa diferentieze tipul de tratament
termic aplicat.

Lucrarea de doctorat poate fi continuata prin studierea la nivel industrial a comportamentului
termocinetic aferent indicatorilor analizati. De asemenea, cercetarile pot lua in considerare influenta unor
factori precum: variatia sezoniera a compozitiei asupra cineticii de inactivare a indicatorilor utilizati
pentru diferentierea tratamentelor termice aferente industriei laptelui.

Studierea comportamentului cinetic de inactivare a altor enzime din laptele de origine nebovina,
cum ar fi: fosfataza acida, xantin oxidaza, pot constitui o noud zona de extindere a studiilor intreprinse in
aceasta lucrare de doctorat.

Rezultatele obtinute in acest studiu pot prezenta un punct de plecare pentru elaborarea unei
propuneri de proiect care sa presupuna ca obiectiv stiintific principal descrierea mecanismelor de
denaturare a unor proteine de interes alimentar prin aplicarea unor tehnici moderne de investigare.
Obiectivele principale ar consta in stabilirea unor corelatii intre caracteristicile moleculare individuale si
transpunerea modificarilor in sistem real.

Se va avea in vedere studiul influentei unor factori de mediu precum: pH, temperatur3, tarie
ionica, absenta sau prezenta unor ioni, asupra mecanismelor de inactivare, denaturare a unor proteine si
enzime din lapte etc. in sisteme model si real.

Se va lua in considerare aplicarea unor metode experimentale (tehnici cromatografice, de
spectroscopie fluorescentd si spectrofotometrice) si metode ,in silico” folosind tehnici de modelare
moleculara ce vor descrie In detaliu modificarile conformationale.
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