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1. INTRODUCERE

1.1 Justificarea stiintifica a temei alese

In prezent, tendinta pe piata alimentara globala este de a se consuma alimente cu o
mare valoare nutritiva si proprietati structurale si functionale imbunatatite. Pe o
astfel de piatd, in care cerintele consumatorilor privind calitatea produselor
alimentare sunt din ce In ce mai mari, industria alimentara are nevoie de

alimente/ingrediente noi, economice si de buna calitate.

Produsele lactate fermentate constituie o baza excelenta pentru obtinerea unor
astfel de produse care sa corespunda cerinfelor consumatorilor. Utilizarea laptelui
de capra reprezintd o oportunitate n diversificarea pieteli produselor lactate,
deoarece ne permite dezvoltarea unor produse lactate fermentate cu valoare
adaugata si cu caracteristici speciale, in comparatie cu laptele de vaca (Haenlein,
2004: Slacanac et al., 2010). Laptele provenit de la rumegatoarele de talie mica,
cum ar fi caprinele, este de interes economic special in tarile in curs de dezvoltare,
productia acestui tip de lapte putand fi consideratd o strategie utila in abordarea
problemelor de nutritie (Haenlein, 2004). In plus, sectorul caprin prezintad un impact
real in dezvoltarea durabild, desi pana in prezent rolul sdu a fost subestimat
(Dubeuf, Morand-Fehr, & Rubino, 2004). Desi caprinele se cresc in toate tarile
(FAO, 2001), mulii autori au observat ca sectorul caprin nu a fost bine sustinut
public sau academic, In comparatie cu alte sectoare de productie animala, in
special in comparatie cu sectorul bovin. Mai mult chiar, utilizarea laptelui provenit de
la rumegatoarele mici (cum este cazul laptelui de capra), poate reprezenta singura
directie in procesul de fabricatie a produselor noi, precum cea a iaurturilor

(Slacanac si al.. 2010).

industria produselor lactate. valoarea produselor depinde in mare masura de
proprietatile lor fizice, precum capacitatea de retinere a apei. vascozitatea,

capacitatea de gelifie

(48]
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pozitive ale constituentilor indigeni laptelui, incorporarea culturilor precursoare
imbunatatirii sanatatii si obtinerea de texturi superioare vor contribui in mod decisiv
la marirea consumului de produse lactate fermentate in viitorul apropiat. Din pacate.
este dificila obtinerea de iaurturi din lapte de capra cu consistenta comparabila cu
cea a iaurturilor produse din lapte de vaca.

Producatorii de produse lactate folosesc diferite metode pentru a imbunatati
proprietatile fizice ale iaurturilor din lapte de capra, precum: utilizarea
polizaharidelor drept agenti de ingrosare, utilizarea unor culturi lactice pentru
reducerea sinerezei, modificarea structurii proteinelor laptelui prin metode chimice,
fizice, enzimatice sau combinate, prin asocierea proceselor de mai sus sau
incorporarea de diferite proteine (si peptide).

intrucat enzimele sunt considerate a fi un mijloc eficient in procesul biotehnologic, a
caror actiune poate fi controlata in matricea alimentara, noua directie privind
modificarea si/sau imbunatatirea functionalitatii, texturii, aspectului si aromei
produselor lactate este data de acesti compusi cu actiune catalitica.

In ziua de astizi, numai transglutaminazele sunt folosite in industria alimentara
pentru modificarea structurii produselor. Intre acestea, transglutaminaza microbiana
(MTGaza) extrasa din microorganismul Streptoverticillium mobaraense se bucura
de un mare succes, indeosebi in obtinerea produselor lactate fermentate, datorita
capacitatii sale de a forma legaturi de reticulare intra- si intermoleculare, legaturi ce
duc la formarea de retele puternice intre moleculele proteice, rezultand geluri cu
vascozitate si capacitate de retinere a apei marite, respectiv produse lactate cu

proprietati fizice imbunatatite.

1.2 Scopul si obiectivele stiintifice

Efectele acestei enzime in laptele de vaca utilizat la producerea gelurilor
acide/iaurturilor constituie un subiect amplu dezbatut de multi cercetatori (Jaros si
al., 2006a; Buchert sial.. 2010), insa putina atentie este acordata laptelui de capra
in pofida calitatilor sale superioare. Conform literaturii de specialitate. pana la ora

actuala se cunosc doar trei studii privind utilizarea transglutaminazei microbiene in

(M

lor

obtinerea de iaurturi din laptele de capra. cu o prezentare sumara a
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acestei enzime asupra gelului acid: Farnsworth si colaboraterii (2006) au aratat ca



utilizarea MTGazei in obtinerea de iaurturi din lapte de capra poate da rezultate
pozitive si ca specificitatea acestei enzime variaza in functie de tipul de proteine din

laptele de capra (Domagala si al., 2007; Rodriguez-Nogales, 2006).

Scopul si originalitatea temei de cercetare

Studii aprofundate trebuie efectuate asupra fractiunilor proteice de origine caprina
folosite drept substraturi, in prezenta diversilor agenti de acidifiere, cu scopul de a
se obtine mai multe informatii cu privire la impactul pe care 1l are MTGaza asupra
produselor lactate acide, din perspectiva relatiei structura-functie in vederea
obtinerii de geluri acide cu proprietati functionale si structurale imbunatatite, care
pot sta la baza dezvoltarii unor produse alimentare noi.

Astfel, influenta transglutaminazei microbiene (MTGaza). enzima capabila sa
realizeze reticularea proteinelor, asupra proprietafilor reologice si texturale ale
gelurilor acide obtinute din lapte de vaca, lapte de capra si lapte de capra imbogatit
cu lapte praf degresat sau zer praf la 14% sau 18% substanta uscata, a constituit
subiectul prezentei teze de doctorat. Acidificarea a fost obtinuta cu glucono-0-
lactona sau prin fermentare cu o cultura starter producatoare de exopolizaharide.
Timpul de incubare cu enzima a variat in intervalul 0.5 - 7 h si inactivarea acesteia a
fost realizata prin tratament termic sau adaos de N-etiimaleimida. Proprietatile
reologice ale gelurilor acide au fost investigate cu ajutorul tehnicilor reologice de
mica si mare amplitudine. Pe langa proprietatile reologice. s-a mai determinat
sinereza gelurilor. SDS-PAGE a fost utilizata pentru a evidentia modificarile
structurale ale proteinelor reticulate de catre MTGaza care au condus la obtinerea
de geluri acide cu proprietati functionale diferite de cele ale gelurilor netratate

enzimatic.

Obiectivele specifice

Obiectivele studiului de cercetare au constat in:

o investigarea influentei reticularii proteinelor cu MTGaza asupra procesulul ce
gelifiere si a texturii gelurilor acide obfinute din lapte de capra integral sl
compararea acestor geluri cu cele obtinute din laptele de vaca integral

prezentate in capitolul 3). Nici unul dintre studiile mentionate mai sus nu ofera



informatii cu privire la impactul pe care il are MTGaza asupra cineticii procesulu
de gelifiere a proteinelor de origine caprina.

e investigarea efectului MTGazei asupra gelurilor acide obtinute din lapte de
capra care a fost imbogatit cu lapte praf degresat de origine bovina (date
prezentate 1n capitolul 4). Din cunostintele noastre, pana in prezent nu a fost
raportat nici un studiu care sa ,profite” de avantajele combinarii tratamentului
enzimatic cu metoda de crestere a continutului in substanta uscata.

e investigarea efectului tratamentului enzimatic asupra gelurilor acide obtinute
din lapte de caprd imbogatit cu zer praf de orgine bovina. Conform literaturii de
specialitate, pana in prezent nu a fost raportat nici un studiu care sa combine
avantajele oferite de aditia zerului praf si a transglutaminazei microbiene (date
prezentate in capitolul 5).

« investigarea proprietatilor fizice ale iaurturilor obtinute din lapte de capra,
profitand” de proprietatile MTGazei si culturii producatoare de exopolizaharide.
Conform literaturii de specialitate, pana in prezent nu a fost raportat nici un
studiu care sa investigheze efectul tratamentului cu MTGaza asupra
proprietatilor fizice ale iaurturilor din lapte de capra obtinute cu culturi

producatoare de exopolizaharide (date prezentate in capitolul 6)

Studiul de cercetare este structurat pe 8 capitole. In capitolul 2 sunt prezentate
aspectele teoretice ale studiului de cercetare, in timp ce capitolele 3-6 prezinta

studiul de cercetare in sine. Relevanta practica a studiilor si directiile de viitor sunt

w

redate in capitolul 7, iar concluziile sunt prezentate in capitolul 8.

Cuvinte cheie: transglutaminaza microbiana, lapte de capra, geluri acide recic

i
(
(
[{®]
[ H]



3. EFECTUL TRANSGLUTAMINAZEI MICROBIENE ASUPRA
COMPORTAMENTULUI DE GELIFIERE AL LAPTELUI DE
CAPRA

3.1 Rezultate si discutii

3.1.1 Cinetica gelifierii
Pentru evaluarea impactului enzimei asupra procesului de gelifiere. pH-ul a fost
monitorizat pana la atingerea valorii de 4.2, corespunzatoars celul mai scazut punct

izoelectric, si anume al cazeinelor laptelui de capra.

7-0 — _— ~
Bls o]
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7. 5| o ESR S PP Y (- S U Il ¥
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Figura 3-1. Modificarile de pH ale laptelui de vaca (C) si laprelu
(simboluri pline) sau nu enzimatic (simboluri goale) cu 3 1 M Caza ¢
a fost realizata prin acidifiere cu 4% GDL la 30°C.

Cu toate ca profilul pH/timp nu a fost afectat pe duarata acidifier cs c2irs en

(Figura 3-1), utilizand reologia de mica amplitudine, s-a putut evidentz c2 ncibzarea
laptelui cu enzima accelereaza gelifierea (Tabel 3-1). Startul gelifieri z zvut oc ma
repede si la o valoare a pH-ului mai mare in laptele de vaca in comparai= cu

laptele de capra, pentru probele care au fost supuse tratamentului enzma

e

Ipoteza emisa a constat in aceea ca reticularea poate modifica acest mscanism de
dezintegrare micelara, care ulterior cauzeaza gelifierea sa aibe loc intre particulele
partial reticulate la o valoare mai mare a pH-ului (Schorsch si al.. 2000 Jaros si al

2010).



Tabelul 3-1. Proprietatile fizice ale gelurilor acide obtinute din lapte de vaca si de capra
tratat sau nu enzimatic cu transglutaminaza microbiana (MTGaza).

Parametru Lapte de vaca Lapte de capra
Startul gelifierii -MTGaza + MTGaza -MTGaza + MTGaza
Timp (min) 12+ 0.7 7+0.7 18+28 13+28
pH (-) 53+0.03 55+ 0.05 5.0+ 0.08 52+0.01
G’ maxim (Pa) 155+ 4.2 175+ 19.8 20+6.8 44 +11.3
~ Timp (min) 42+ 3.0 45+1.0 60+ 0.5 60 + 0.0
pH (-) 4.6 +0.08 4.5+0.03 4.1+0.01 4.1+ 0.01
3.1.2 Caracterizarea gelurilor acide
3.1.2.1 Determinarea fermitatii gelurilor acide folosind

reologia oscilatorie de mica amplitudine

Dupa cum se poate observa din figura 3-2, adaosul enzimei in laptele de vaca si

laptele de capra a deteminat cresterea fermitatii gelului.

200 = -
160 |

120.L .If_....

G' (Pa)

80 -

40 - A

0 -....-_._....-.-.
0 1.000 2.000 3.000 4.000
Timp (s)

Figura 3-2 Evolutia modulului de elasticitate, G' (Pa), in probele de lapte de vaca si lapte
de capra rratate sau nu enzimatic cu 3 U MTGaza/g proteina.

Laptele de vaca a Inregistrat un maximum a lui G’ in apropierea punctului
izoelectric (pl) al cazeinelor. Scaderea ulterioara a pH-ului a rezultat intr-o scadere
a fermitatii gelurilor, probabil datorita cresterii incarcaturii electrice nete (Horne,

2003). In ceea ce priveste laptele de capra. G" maxim s-a inregistrat tot in jurul pl




de 4.2 al cazeinelor de origine caprind (Morgan si al., 2003). Chiar si dupa
tratamentul enzimatic, gelurile acide de origine caprina au fost de trei ori mai moi in

comparatie cu gelurile obtinute din lapte de vaca netratat cu MTGaza.

3.1.2.2 Determinarea fermitatii gelurilor acide folosind
reologia de mare amplitudine

In figura 3-3 sunt reprezentate curbele gelurilor acide obtinute in urma masuratorilor

reologice de larga amplitudine efectuate cu penetrometrul RSA 1.

0.5 — 0.5 — —
 GeMTG
—— G+MTG
0.4} 0.4+F- G+ MTG
Z 03; 7 = go3f ¢
s § F c it Z
2 0.2} / g 2 02 ——
| / i ey
SO e C+MTG -
01- & — C+MTG g ‘
rd —— C+MTG e s
Z — CHEMTG H T ‘
0.0 - i e L I L . , |
0 1 2 3 4 5 &0 2 3 4 5

Distanta de penetrare (mm) Distanta de penetrare (mm)

Figura 3-3. Curbele la penetrare a gelurilor acide obtinute din lapte de vaca si lapte de
capra. tratat sau nu enzimatic cu 3 U MTGazda/g proteina.

Gelurile acide au fost obtinute prin acidifierea la 30°C si 4% GDL a laptelui de vaca
si de capra. Tratamentul enzimatic a fost realizat prin incubarea a 3 U MTGazalg
proteina timp de 1 h. Inactivarea enzimatica s-a realizat prin tratament termic
(85°C/10 min). Gelurile acide obtinute in acelasi mod, exceptand adaosul MTGazel,
au constituit probele martor. In urma tratamentului enzimatic, fermitatea gelurilor
acide a crescut de 1.13 si, respectiv 2.5 ori, pentru gelurile obfinute din lapte de

vaca si de capra.

3.1.2.3 Determinarea capacitatii de retinere a apei a gelurilor
acide

Gelurile au fost obtinute prin acidifiere la 30°C cu 4% GDL. care imita acidifierea

lentd produsd de cultura starter. dar spre deosebire” de aceasta. procesul este



reproductibil, permitand, la nivel de laborator, studiul aprofundat al efectului
MTGazei, fara variatii cauzate de microorganisme. Impactul MTGazei asupra
capacitatii gelurilor acide de a retine apa a fost investigata folosind metoda de
centrifugare (Figura 3-4).

Este evident ca gelurile acide obtinute din laptele de capra (probele de referinta,
fara adaos de enzimd) prezinta o sinereza mai mica (de trei ori) comparativ cu
gelurile de origine bovina si ca tratamentul enzimatic a redus, in continuare,

aceasta valoare de doua ori.

HE
L]
@ O

Sinereza (%)

Timp de incubare (h)

Figura 3-4. Valorile sinerezei obtinute prin metoda centrifugarii (6°C/20 min, 1000xg)
pentru gelurile acide tratate sau nu enzimatic cu 3 U MTGaza/g proteina. Inactivarea
enzimatica s-a vealizat prin tratament termic (83°C/10 min).

3.1.2.4 Susceptibilitatea proteinelor din lapte la reticularea
indusa de MTGaza

In figura 3-5 este prezentatd electroforezograma ce evidentiaza separarea
diferitelor fractiuni proteice pe baza masei moleculare. Analiza electroforetica a
aratat ca proteinele laptelui de vaca sunt mai susceptibile la reactia de reticulare
initiata de MTGaza. Cantitatea estimata de proteina totala reticulata pentru fiecare

tip de lapte a fost de aproximativ 31% in laptele de vaca, spre deosebire de numai

(D



Diligomeri

Dimeri
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B-lactoglobulina
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Figura 3-5. Electroforezogramele pentru laptele de vaca i de capra tratal saw nu enzimatic
cu 3 UMTGazd/ g proteind. Timpul de incubare a fost de 1h, inactivarea enzimet s-a realizat
prin tratament termic la 85°C/10 min. Drept martor. s-a folosit fi-cazeina.. Numerele se
referd la densitatea relativa a benzilor respective.

Banda 1 (L1): lapte de vaca cu adaos de MTGaza; Banda 2 (L2): lapte de vaca,
Banda 3 (L3): lapte de capra cu adaos de MTGaza; Banda 4 (L4): lapte de capra.

3.2 Concluzii

Avand in vedere potentialul pe care il are MTGaza in industria produselor lactate
fermentate, in studiul de fata s-a investigat impactul reticularii cu MTGaza asupra
gelurilor acide obtinute din lapte de capra, in comparatie cu gelurile acide obtinute

din lapte de vaca, folosind sisteme model.

Studiul prezent a aratat ca reticularea laptelui de vaca si de capra cu
transglutaminaza microbiand modifica cinetica de gelifiere si textura gelurilor acide.
Astfel. tratamentul enzimatic a accelerat gelifierea, care a avut loc mai repede in

laptele de vaca decat in laptele de capra, si a marit fermitatea si capacitatea de
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tinere a apei de catre geluri.

S-au obtinut geluri cu fermitate diferita. In functie de tipul de lapte (tratat enzimatic

sau nu) si de originea acestuia (vaca sau capra). In pofida unui continut proteic mic,
gelurile obfinute din lapte de capra tratat enzimatic au avut fermitate crescuta si
sinereza redusd. ca urmare a Introducerii legaturior £(yGin)Lys de catre



covalente in laptele de vaca a fost mai intensa si se pare ca a impiedicat ‘oo zr=z
unei retele proteice corespunzatoare, desi a avut un efect pozitiv In recicer=z=

sinerezei.

Conform datelor obtinute, se poate afirma ca adaosul MTGazei constituie o unsz'iz
eficientd in Tmbunatatirea caracteristicilor texturale ale gelurilor acide obtinute ain
lapte de vaca si lapte de capra. ins&, comparand gelurile acide obtinute din lapte de
vaca cu cele obtinute din laptele de capra, valori general mai mici au fost obtinute in
cazul ultimelor, cand continutul redus n proteind a afectat caracteristicile gelului
format. Acest aspect trebuie avut in vedere de tehnologii din industria alimentara,
daca se doreste obtinerea unui produs lactat acid din lapte de capra cu un gel

comparabil cu cel obtinut din laptele de vaca.

4. TRANSGLUTAMINAZA MICROBIANA SI INBUNATATIREA
PROPRIETATILOR FIZICE ALE GELURILOR ACIDE
OBTINUTE DIN LAPTE DE CAPRA IMBOGATIT CU LAPTE
PRAF DEGRESAT

4.1 Rezultate si discufii

4.1.1 Abordarea experimentala

Figura 4-1 prezinta curbele de penetrare ale gelurilor acide obtinute din lapte de
capra si de vaca supuse diferitelor tratamente. Este evident ca gelurile din lapte de
capra pur au fermitate mult mai mica decat gelurile obtinute din lapte de vaca si ca
fiecare tratament Tn parte este capabil sa creasca fermitatea gelurilor de origine
caprina. Drept urmare, abordarea experimentald a studiului de cercetare prezent a
constat in combinarea celor doua tratamente pentru a crea geluri cu fermitate

suficient de mare.
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Figura 4-1. Curbele de penetrare ale gelurilor acide din (a) lapte de capra (n = 4), din lapte
de capra tratat enzimatic cu 1.8 U MTG-aza'g proteina timp de 1 h (inactivare prin incdlzire;
n = 4), (c) din lapte de caprd imbogdtit cu lapte praf degresat de origine bovina la 18%
substanta uscatda §i (d) din lapte de vaca (n = 2). Acidifierea s-a realizat cu 4% GDL la 30°C.

4.1.2 Monitorizarea gelifierii

Activitatea enzimaticad poate fi stopata fie prin incalzire, fie prin aditia reactivului
NEM, cand se evita interferenta reactiilor secundare produse de caldura, precum
denaturarea proteinelor. Dupa cum se poate observa in figura 4-2, adaosul de
MTGaza in laptele de capra imbogatit la 18% cu lapte praf degresat nu a influentat

timpul necesar gelifierii, indiferent de modul de inactivare al enzimei.

6.5 |
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5.0
4.5
4.0 -
0 20 40 60 80 100
Timp (min)
Figura 4-2. Modificarile de pH ale laptelui de capra imbogatit la 18575 cu lapte praf degresar
si tratar sau nu enzimaric cu 1.8 U MTGaza g proteind. Inactivarea enzimaticd s-a realizat fie

i i B ' nmin f1ee ITFi s gle / \ I

prin ira
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4.1.3 Caracterizarea gelurilor acide
4.1.3.1 Impactul intensitatii tratamentului enzimatic asupra

fermitatii gelurilor

In figura 4-3 sunt prezentate evolutiile modulului de elasticitate, G' (Pa), in probele
de lapte de capra imbogatite la 18% cu lapte praf degresat, tratate sau nu enzimatic
cu 1.8 U MTGaza/g proteina pe parcursul procesului de gelifiere prin acidifiere cu
4% GDL la 30°C urmarita cu ajutorul reometrului ARES RFS II.

Dupa cum se poate observa, adaosul enzimei in laptele de capra imbogatit la 18%
cu lapte praf degresat a determinat cresterea vascozitatii gelurilor cu cresterea
timpului de incubare la 5 h, urmata de o scadere a modulului de elasticitate Ia

prelungirea tratamentului de reticulare, indiferent de modul de inactivare enzimatica.
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tratcment rermic (52 | 10 min, simboluri ros [ie prin wdd € VEM

neere.

Geluri avand modulul de elasticitate cel mai mare (155 Pa la pH 4.2) au fost
obtinute pentru laptele care a fost reticulat timp de 5 h si tratat termic pentru
inactivarea enzimei. in comparatie cu proba de referinia (fara tratament enzimatic
50 Pa), aceasta inseamna o crestere a fermitatii gelului de aproximativ trel ori.
Cand tratamentul enzimatic a fost omis prin stoparea activitati enzimatice cu
reactivul NEM, fermitatea corespunzatoare gelului a fost de 126 Pa Metoda ANOVA

bifactoriala a confirmat ca aplicarea tratamentul termic a cauzat o crestere
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semnificativa (P < 0.05) in G'. De asemenea, timpul de incubare influenteaza taria
gelului (P < 0.05).

4.1.3.2 Determinarea fermitatii gelurilor acide folosind
reologia de mare amplitudine

In figura 4-4 sunt reprezentate curbele medii (n=3) ale gelurilor acide obtinute prin
acidifierea la 30°C si 4% GDL a laptelui praf degresat, tratate sau nu enzimatic cu
1.8 U MTGaza/g proteina obtinute In masuratorile reologice de larga amplitudine cu
ajutorul penetrometrului RSA Il Rheometric Scientific Inc. Inactivarea enzimatica
s-a realizat fie prin tratament termic (85°C/10 min), fie prin adaos de 0.1% NEM.
Dupa cum se poate observa, adaosul enzimei a condus la o crestere a fermitatii
gelurilor cu cresterea timpului de incubare, nregistrandu-se un maxim dupa 5 h de

incubare.

0.5 — — 0.5

G+SMP18%_TT A

G+SMP18%_NEM

0.4

z 03 z
S ©
s 5
2 a2 S

Distanta penetrare (mm) Distanta penetrare (mm)

Ficura 4-4. Curbele medii (n = 3) ale gelurilor acide obtinute in urma masurdatorilor efectuaie cu
perctromenrul RSA T Fiecare curbd reprezintd media a 3 curbe.

Bania acestor curbe a fost calculata folosind o ajustare liniard cu ajutorul software-

lul RSI Orchestrator (versiunea 6.5.6) si a fost utilizatd ca fiind un indicator al

fermitatii gelurilor (Figura 4-5).

(]

Asa cum este ilustrat in figura 4-5. fermitatea gelurilor acide a cres

probelor tratate enzimatic concomitent cu cresterea timpului de incubare a M1 Lazel

pana la tingerea unui maxim la 5 h. dupa care a Inceput sa scada. A

e tratate ermic
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Dupa cum se poate observa in figura 4-6, sinereza a scazut cu cresterea timpului
de incubare, valori mai scazute obtinandu-se pentru probele tratate termic. Gelurile
obtinute din laptele tratat enzimatic au avut valori scazute ale sinerezei si valori mari

ale tariei si fermitatii in comparatie cu gelurile de control (netratate enzimatic).

4.1.3.4 Evaluarea gradului de reticulare prin SDS Poliacril gel
electroforeza

Analiza densitatii pixelilor corespunzatoare electroforezogramelor (Figura 4-7) a
evidentiat, in intervalul de timp urmarit (timp de incubare cuprins intre 0-7 h), ca
fractiunea proteica k-cazeina a fost cea mai susceptibila la reticularea cu MTGaza,
fiind urmatd de B- si as-cazeina, rezultdnd cu formarea de compusi cu masa
moleculard mare (oligomeri si dimeri), evidenti in partea superioara a
electroforezogramelor (Figura 4-7). in laptele netratat termic (G+SMP18%_NEM),
proteinele laptelui de capra au fost mai putin susceptibile la reactia de reticulare
indusa de MTGaza.

120 - :
Oligomeri

= 100
|E L
g & | Dimeri
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T 401 [-CN_NEM us-cazeina
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3 20 Jwaitr W { | K-cazeina
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[ wCM_TT L il i
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0 05 1 2 3
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Figura 4-7. Efectul timpului de incubare asupra scaderii confinutului in cazeina monomerda

si o electroforezograma corespunzdtoare. in care numerele se refera la timpul de incubare
TGz

o M razd.

4.2 Concluzii

In prezentul studiu, a fost investigatd influenta transglutaminazei microbiene
(MTGaza) asupra proprietatilor reologice si texturale ale gelurilor acide obfinute din

o
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lapte de capra imbogatit la 18% substan{a uscata cu lapte praf @ t de origine
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bovina.

Gelurile acide tratate enzimatic timp de aproximativ 5 h cu transglutaminaza
microbiana au obtinut valorile cele mai mici ale sinerezei si mai mari ale fermitatii
gelului. Cand inactivarea MTGazei s-a realizat cu ajutorul unui reactivului NEM, au
fost obtinute valori usor mai mici in comparatie cu gelurile acide pentru care s-a
aplicat tratamentul termic in vederea stoparii activitati enzimatice, evidentiind
contributia legaturilor de interschimb de tipul SH/SS dintre proteinele denaturate la

formarea retelei proteice.

Rezultatele noastre indica posibilitatea obtinerii de geluri acide din lapte de capra cu
caracteristici texturale imbunatatite. De asemenea, s-a observat ca atat cantitatea
de substanta uscata, cat si intensitatea tratamentului termic impreuna cu gradul de

reticulare pot fi folosite pentru adaptarea proprietatilor fizice ale gelurilor

Pe baza rezultatelor obtinute, se poate concluziona ca adaosul MTGaze! in laptele
de capra imbogatit la 18% cu lapte praf degresat bovin a rezultat in obfinerea cu
succes de geluri acide avand caracteristici functionale imbunatatiie (sinereza
redusa. fermitate crescutd a gelului). Aplicarea unui astfel de tratament enzimatic in
laptele de capra folosit drept materie prima la obtinerea de bauturi lactate acide ar

putea constitui o noua directie in procesul de fabricafie.

5. EFECTUL TRANSGLUTAMINAZEI MICROBIENE ASUPRA
GELURILOR ACIDE OBTINUTE DIN LAPTE DE CAPRA
IMBOGATIT CU ZER PRAF

5.1 Rezultate si discufii

Sid.d Abordarea experimentala

Este greu de obtinut geluri acide obtinute din lapte de capra avand con

(7]
w
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nta
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M

comparabila cu cea a gelurilor acide din lapte de vaca. Figura 5-1 arata curo

—~

penetrare a gelurilor acide obtinute din lapte de capra (G) si de vaca (C). precum sl

Q0

din lapte de capra imbogatit la 18% s.u. cu lapte praf (G+SMP18%), cu zer praf

(G+WPP18%) sau lapte de capra care a fost tratat cu MTGaza (G+MTG).
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Figura 5-1. Curbele de penetrare obtinute cu penetrometrul RSA 111

Este evident ca gelurile din lapte de capra pure (fara nici un adaos/tratament) au o
fermitate a coagulului mult mai mica in comparatie cu fermitatea gelurilor obtinute
din laptele de vaca. Efectul tratamentului enzimatic cu MTGaza, a adaosului de
lapte praf (SMP), cat si aplicarea combinatd a acestor doua metode (adaos de
MTGaza si SMP) au fost investigate in studiile precedente (capitolele 3 si 4).

In studiul de fatd s-a investigat efectul adaosului de zer praf (WPP) in laptele de
capra. Din figura 5-1 se poate observa cd imbogatirea laptelui de capra cu WPP nu
a avut un efect pozitiv asupra imbunatatiri consistentei gelului. aceasta fiind
scazuta, Tn pofida cresterii continutului de s.u. la 18% cum a fost recomandat de
Tamime si colaboratorii (2011), Lucey & Singh (1998) sau Tamime & Robinson
(1999). Pe de altad parte, aditia de MTGaza in laptele de capra a determinat o
crestere semnificativa asupra fermitatii gelului, Tnsa nu suficient de mare cat s3 se
poata obtine o consistentd comparabila cu consistenta coagulului obtinut cin iapte
de vacd de aceea. urmatoarea etapa a constat in tratarea laptelui de capra
imbogatit pana la 18% s.u. cu zer praf cu transglutaminaza microbiana. Pentru a
putea identifica modificarile induse de enzima, s-a proiectat o schema in doua
etape. una in care MTGaza este inactivata printr-un tratament termic (85°C/10 min),
alta in care tratamentul termic a fost omis, stoparea activitatii enzimatice facandu-se

prin aditia unei substante inhibitoare numite NEM.
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5.1.2 Efectul MTGazei asupra cineticii de gelifiere

Figura 5-2 arata cinetica de gelifiere pentru gelurile acide obtinute din lapte de
capra imbogatit la 18% s.u. cu zer praf (G+WPP18%), cat si pentru gelurile obtinute

in urma incubarii la 40°C cu MTGaza pentru intervale diferite de timp.
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6.0 [ (G'>1pPa) | G+WPP18%_5h_TT
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"
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o
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Figura 5-2. Modificarile de pH ale laptelui de capra fortifiat la 18% cu zer praf si tratat sau
nu enzimatic cu 1.8 U MTGaza/g proteind. Inactivarea enzimatica s-a realizat fie prin
tratament termic (83°C/10 min), fie prin adaos de 0.1% NEM. Gelifierea a fost realizata cu
4% GDL la 30°C.

Procesul de gelifiere a fost considerat definitivat la atingerea pH-ului de 4.2, care
corespunde punctului izoelectric al cazeinelor de origine caprina (Morgan si al.,
2003; QOuld-Eleya si al., 1998). Aceasta valoare a fost atinsa dupa aproximativ 97
min. Este evident ca adaosul a 1.8 U MTGaza/g proteina nu a influentat gelifierea,
indiferent de timpul de incubare sau modul de inactivare enzimatica (tratament
termic sau NEM).

5.1.83 Efectul MTGzei asupra proprietatilor reologice si fizice
ale gelurilor acide

5.1.3.1 Determinarea tariei gelurilor acide folosind reologia
oscilatorie de mica amplitudine

In flgura 5-3 (stanga) sunt prezentate valorile medi ale modululi de elasticitate

extrase din curbele de evolutie ale parametrului G' la pH 4.6 (timp de acidifiere 53
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min) pentru probele de lapte de capra imbogatit la 18% cu zer praf care au fost
tratate sau nu enzimatic cu 1.8 U MTGaza/g proteina la intervale diferite de timp (0
+ 7 h). Inactivarea enzimatica s-a realizat fie prin tratament termic (85°C/10 min). fie
prin adaos de 0.1% NEM.
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Figura 5-3. Valorile medii (n = 3) ale modulului de elasticitate. G' (Pa) la o7 - impued
de incubare (stanga), curbele medii (n = 3) ale evolutiei G' pana la atingerea o7 402
(dreapta).
Dupa cum se poate observa, in setul de experimente in care inact,zr=z VT 5Gaze
s-a realizat cu ajutorul caldurii, adaosul enzimei a determinat crestersz 23202138
gelurilor cu cresterea timpului de incubare, inregistrandu-se un maxm™ cUgz 2 0 de
tratament enzimatic. Prelungirea timpului de incubare enzimatica mz m.tc= 2 n 2
afectat negativ vascozitatea gelurilor. Conform acestor date, gracu ce reicllare
joaca un rol esential asupra consistentei gelurilor acide.
In studiul prezent, pentru a diferentia intre efectele produse de calcurz ore=cum
formarea de legaturi —S-S-) si efectele produse de MTGaza (precum ‘ormares ce
legaturi e(yGIn)Lys), s-a efectuat un al doilea set de experimente in cars nacivares
MTGazei s-a realizat prin adaosul reactivului NEM. Valorile modululul de eizsticitate
au crescut modest in urma adaosului enzimei, obtinand valori cupnnse inre 2 1 Pa
(dupa 7 h de incubare) si 14.8 Pa (dupa 1 h de incubare) Meiodz Anova
bifactoriala a confirmat influenta (P < 0.05) calduri asupra tane: gelurilor

Inactivarea enzimei cu ajutorul caldurii (85°C/10 min) a2 contribuit Ia deplierea
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proteinelor din zer care, la randul lor, au participat la fermarea retelei proteice prin
schimburi SH/SS.

Adiacent, evolutia modulului de elasticitate (Figura 5-3, dreapta) pentru probele in
care activitatea enzimatica a fost stopata prin aplicarea tratamentului termic a
evidentiat o crestere a tariei gelurilor acide cu scaderea pH-ului la valoarea 4.2,
care reprezintd pl al cazeinelor din laptele de capra. In continuare. taria gelurilor

acide obtinute la pH 4.2 este investigata aplicand reologia de mare amplitudine.

5.1.3.2 Determinarea fermitatii gelurilor acide folosind
reologia de mare amplitudine

in figura 5-4 sunt reprezentate curbele medii (n = 3) ale gelurilor acide obtinute prin
acidifierea cu 4% GDL la 30°C, tratate sau nu enzimatic cu 1.8 U MTGaza/g
proteina obfinute Tn masuratorile reologice de larga amplitudine cu ajutorul
penetrometrului RSA 1l Rheometric Scientific Inc. Inactivarea enzimatica s-a

realizat fie prin tratament termic (85°C/10 min), fie prin adaos de 0.1% NEM.

Dupa cum se poate observa, adaosul enzimei a condus la o crestere a fermitatii
gelurilor cu cresterea timpului de incubare, inregistrandu-se un maxim dupa 2 h de
incubare, indiferent de modul de inactivare enzimatica. O activitate prelungita a

MTGazei (timp de incubare 3 — 7 h) a determinat o reducere in fermitatea gelurilor.

Conform rezultatelor analizei fermitatii gelurilor, este evident ca introducerea
legaturilor €(yGIn)Lys de catre MTGaza, care sunt legaturi covalente puternice, au
contribuit la Tmbunatatirea proprietatilor texturale ale gelurilor tratate enzimatic in
comparatie cu gelurile fara adaos de enzima, in care interactiunile dominante sunt
de natura fizica (Walstra si al., 1999). Adiacent, tratamentul termic initial aplicat
pentru inactivarea MTGazei a determinat o crestere semnificativa (P < 0.05) asupra

fermitati gelurilor acide. ca urmare a denaturarii proteinelor din zer cu formarea de

legaturi disulfurice, care sunt, de asemenea, legaturi covalente puternice (200-400
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Figura 5-4. Curbele medii (n = 3) ale gelurilor acide obfinute in wrma masuratorilor

efectuate cu penetrometrul RSA I1l. Fiecare curba reprezinta media a 3 curbe.

Cand NEM a fost utilizat pentru inhibarea activitatii enzimatice, gelurile rezultate au
fost caracterizate de valori reduse ale fermitatii, intrucat interactiunile dominante in
aceste sisteme care nu au fost supuse unui tratament termic sunt de natura fizica
(electrostatice, hidrofobe, legaturi de hidrogen) fiind legaturi slabe (5-80 kJ/mol)
(Eissa & Khan, 2006).

5.1.3.3 Determinarea sinerezei gelurilor acide

Gelurile acide obtinute din lapte de capra imbogatit cu zer praf au inregistrat o
scadere maxima a sinerezei (43%) dupa 1 h incubare cu MTGaza, atunci cand

inactivarea enzimei a fost obtinuta prin tratament termic (Figura 5-5).
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Cand tratamentul termic a fost omis si activitatea MTGazel 2 ost =2

adaugarea reactivului NEM, gelurile obfinute au fost aproape licnice z=-

actionand mai mult ca o substanta de umplere inerta (Lucey si al.. 1822

5.1.3.4 Evaluarea gradului de reticulare prin SDS Poliacril gel
electroforeza

SDS PAGE este folositd cu succes in evidentierea formarii legaturilor de tp
g(yGIn)Lys.

“Oligomeri Oligomeri

Proteine din

= Proteine din zer
zer minore

minore

a-careing
" f-cazeina
u-cazeing k-careina
f-cazeina
k-cazeina p-lactoglobulina
 Plactogloblina u-lactalbumina

 lu-lactalbumina

Figura 5-6. Electroforezogramele substraturilor obfinute din lapte de capra imhogdayir u
18% cu zer praf. (nejtratat enzimatic cu 1.8 U MTGazd/g proteind, incubat peniru (-7 7
Inactivarea  enzimaticd  s-a  realizat  fie  prin  tratament  termic  (8S3°C 10 i
(G+WWPP18% TT, stanga), fie prin adaos de 0.1% NEM (G+WPPI18% NEM: drcapra

Laptele de capra (G) a fost folosit drept martor:

Intrucat inactivarea enzimaticd s-a realizat prin caldurd, un factor raspunzator o=
denaturarea proteinelor din zer, in alt set de experimente s-a omis calaurz ar
stoparea activitati MTGazei s-a realizat prin adagsul agentului de blocare 2 grupar

sulfhidril din centrul activ al enzimei, respectiv. NEM. Acest lucru cermie
investigarea efectelor induse de MTGaza la nivel molecular, respectiv 2 legatunier
e(yGIn)Lys formate, fara implicarea altor tipuri de legaturi. Din

L4
intervalul de timp urmarit (timp de incubare cuprins intre 0 - 7 h) s& cbserva ca

dintre cazeinele laptelui, k-cazeina a fost cea mai susceptibila fractiune ocroteica la

reticularea MTGazei. fiind urmata de B-cazeina si a-cazeina rezultang in scaderea

L

in intensitate a benzilor respective si aparifia de noi benz! in pariea supenoara a

electroforezogramelor. Benzile astfel formate reprezinta oligomeni care nu au putut
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migra prin gel, avdnd masa moleculara mare, de ~ 200 «Cz "=

Koppelman, 2002). Conform analizei macroscopice (vizuale), acesie cenz = = — =
intense in cazul substraturilor in care s-a aplicat tratamentul = o —= =
inactivarea enzimei (G+WPP18%_TT), subliniind importanta denaturari orois ~= o

din zer.

5.2 Concluzii

In studiul de fatid s-a investigat influenta transglutaminazei microbiene (MTGaza)
asupra proprietatilor reologice si texturale ale gelurilor acide obtinute din lapte de
capra imbogatit la 18% substanta uscata cu zer praf. Zerul praf a fost ales drept
substanta de imbogatire datoritd caracteristicilor sale de a constitui un aditiv ieftin si

usor accesibil, cu importante efecte benefice asupra sanatatii individului.

Gelurile au fost obtinute prin acidifiere cu 4% glucono-d-lactona la 30°C. Timpul de
incubare cu MTGaza a fost variat de la 0.5 h la 7 h, iar inactivarea enzimatica a fost
realizata fie prin aplicarea unui tratament termic la 85°C timp de 10 minute, fie prin
aditia N-Etilmaleimidei (NEM), permitand omiterea reactillor cauzate de caldura,
precum denaturarea proteinelor. Proprietatile reologice ale gelurilor acide au fost
investigate folosind reologia oscilatorie de micad amplitudine si reologia de mare
amplitudine (prin teste de penetrare). In plus, au fost efectuate masuratori ale
sinerezei pentru a investiga capacitatea de retinere a apei de catre structurile
proteice formate in urma tratamentului enzimatic cu 1.8 U MTGaza/g proteina in
comparatie cu proba de referinta netratatd enzimatic. SDS Poliacril gel
electroforeza a fost aplicata pentru a explica rezultatele obtinute de-a lungul

masuratorilor si a explica efectul MTGazei in sistemele analizate.

In cazul gelurilor acide obtinute din laptele de capra imbogatit la 18% cu lapte zer
oraf si tratat enzimatic timp de aproximativ 2 h s-au obtinut valori mici ale sinerezel
st mari ale fermitatii gelului. Prelungirea timpului de incubare cu MTGaza a afectat
negativ proprietatile reologice si texturale ale gelurilor. SDS PAGE a evidentiat
prezenta unor compusi cu masa moleculard mare rezultati ca produsi ai reacliel
enzimatice n special cu cresterea timpului de actiune al MTGazel. Acesti compusi

macromoleculari au apéarut ca fiind reponsabili de alterarea proprietatilor gelurilor
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reticulate timp prelungit, cand au inhibat dezvoltarea unei retele proteice

corespunzatoare pe parcursul gelifierii.

In cazul sistemelor bazate pe proteine globulare cum sunt proteinele din zer,
aplicarea unui tratament termic este determinant pentru caracteristicile gelurilor
(marirea consistentei coagulului, reducerea sinerezei), intrucat analizele efectuate
pe sistemele netratate termic au evidentiat o fermitate de 3 ori mai mica si sinereza
crescuta a gelurilor acide incubate 2 h cu MTGaza. Conform rezultatelor obtinute in
studiul de fata efectuat, denaturarea termica a proteinelor din zer, cu inducerea
reactiilor de interschimb SH/SS, este necesara obtinerii unei retele proteice cu

structura imbunatatita cu ajutorul MTGazei.

Pe baza rezultatelor obfinute, se poate concluziona ca adaosul MTGazei in laptele
de capra imbogatit la 18% cu zer praf a rezultat in obtinerea cu succes de geluri
acide avand caracteristici functionale imbunatatite (sinereza redusa, fermitate

crescuta a gelului) pentru un timp de incubare de aproximativ 2 h.

Aplicarea unui astfel de tratament mixt (adaos de proteine din zer si de MTGaza) in
laptele de capra folosit drept materie prima la obtinerea de iaurturi este raportat
pentru prima oara in literatura de specialitate si ar putea constitui o noua directie in

procesul de fabricatie.

6. INFLUENTA TRANSGLUTAMINAZEI MICROBIENE
ASUPRA PROPRIETATILOR FIZICE ALE IAURTULUI DE
CAPRA OBTINUT CU CULTURA PRODUCATOARE DE
EXOPOLIZAHARIDE

6.1 Rezultate si discutii

6.1.1 Abordarea experimentala

Intrucat adaosul de MTGaza in sistemele proteice, precum este laptele. 2 fos
raportat de multi cercetatori (Jaros si al.. 2006) ca fiind o metoda eficienta in
cresterea fermitatii iaurturilor si deoarece studiile efectuate pe sisteme model
(acidifiere cu GDL: capitolele 3 si 4) au aratat o imbunatatire considerabila a
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gelurilor astfel tratate, in studiul de fata s-a investigat efectul tratamentului enzimatic
(incubare pentru 2 h la 40°C cu 1.8 U MTGaza/g proteina, urmata de stoparea
activitatii enzimatice prin tratament termic) asupra fermitatii iaurturilor obtinute din
lapte de capra, lapte de capra imbogatit la 14 si 18% s.u. cu lapte praf degresat
Studiul de fata investigheaza efectul adaosului de MTGaza, dar si a continutulul
diferit de s.u. asupra proprietatilor reologice si fizice ale iaurturilor obfinute cu o

cultura lactica producatoare de exopolizaharide (EPZ).

6.1.2 Fermitatea iaurturilor
6.1.2.1 Efectul adaosului de substanta uscata

S-a investigat, dupa 2 si 9 zile de depozitare a probelor la rece, efectul imbogatirii
laptelui de capra cu lapte praf de origine bovina, la diferite concentratii, asupra

fermitatii iaurturilor.

In figura 6-1 se observa o crestere a fermitatii cu cresterea continutului de s.u.
Astfel, iaurturile cu 14% si 18% s.u. au inregistrat o fermitate de 12, respectiv 31 ori
mai mare comparativ cu iaurturile care au fost produse din laptele de capra pur
(nefmbogétit cu s.u., avand 10% s.u.), evidentiind importanta continutului total de

s.u. si. in particular a continutului in proteina.
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Metoda Anova a confirmat un impact semnificativ al continutului de s.u. asupra
fermitatii iaurturilor (a < 0.05). In plus, depozitarea la rece nu a afectat consistenta
iaurturilor (a > 0.05).

6.1.2.2 Efectul adaosului de MTGaza

Dupa cum se observa in figura 6-1, adaosul de MTGaza nu a avut nici un efect
asupra fermitatii iaurturilor obtinute din lapte de capra pur, acesiea find
caracterizate de o fermitate de 0.01 N/mm. Poate fi speculat ca laptele de capra cu
continut redus Tn s.u. (de exemplu, 10%), cum este cel analizat in studiul de fata
manifesta o tendinta scazuta in formarea unei retele proteice, intrucat continutul de
cazeina nu este suficient pentru formarea unui gel. Aceasta speculate =ste
confirmata de analiza Anova, conform careia continutul de s.u. are un efect

semnificativ (a < 0.05) asupra consistentei gelurilor acide.

In cazul iaurturilor obtinute din lapte de capré caruia i s-a adaugat lapte praf pentru
marirea confinutului in s.u., adaosul MTGazei le-a modificat comportameniu
reologic; astfel, iaurturile continand 14% s.u. (3.3% proteina), caracterizate prinir-o
valoare a fermitatii de 0.12 + 0.029 N/mm conform analizei reologice de larza
amplitudine, au obtinut in urma tratamentului enzimatic o valoare scazuia =z
fermitatii, de numai 0.06 £+ 0.008 N/mm. Acelasi factor de reducere a fermia;
laurturilor a fost observat, de asemenea, pentru iaurturile cu un continut de s U 2=
18%. cand introducerea de noi legaturi de catre MTGaza in refeauz proiscz 2
redus de doua ori fermitatea initiala a iaurturilor (Figura 6-3; 0.31 =
laurturi fara MTGaza vs. 0.16 + 0.03 N/mm - iaurturi cu MTGaza). Adizcent ru
trebuie uitat faptul ca la formarea iaurturilor a fost utilizata o cultura producaiczrs 2=
EPZ. Este bine stiut, din literatura, ca EPZ interactioneaza cu proteinzsls 20 lapie
(Duboc & Mollet, 2001), iar prezenta unor legaturi noi de tipul £ yGiniLys ntre
diferitele fractiuni proteice, in special cazeine, poate rezulta in formarez ces 1zurtur

cu proprietati reologice diferite.
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Metoda Anova a aratat si aici ca fermitatea iaurturilor nu este semnificativ
influentata (a > 0.05) de timpul de depozitare (2 si 9 zile), ramanand aproximativ
constantd pe durata depozitarii (Yiksel & Erdem, 2010) si nici de tratamentul

enzimatic.

6.1.3 Susceptibilitatea iaurturilor la sinereza

In figura 6-2 sunt redate valorile medii (n = 3) si deviatia standard ale sinerezei
pentru iaurturile obtinute din diferitele substraturi (s.u., MTGaza) pe parcursul
perioadei de depozitare la rece. Este evident ca imbogatirea laptelui de capra cu
lapte praf degresat a redus semnificativ sinereza iaurturilor. De asemenea, iaurturile
obtinute din substraturile tratate enzimatic au inregistrat valori ale sinerezei mai
mici, de aproximativ doua ori, in comparatie cu iaurturile luate drept martor (fara
adaos de MTGaza). Metoda Anova a evidentiat o influentata semnificativa (a >
0.05) a depozitarii probelor la rece timp de 1 saptamana asupra valorilor sinerezei,
acestea fiind independente de tratamentul enzimatic. in ceea ce priveste iaurturile
obtinute cu 18% s.u., adaosul MTGazei a determinat o crestere a sinerezei, desi
nesemnificativd din punct de vedere statistic (a > 0.05), ce a putut fi vizualizata
macroscopic (Figura 6-3). O crestere semnificativa (a < 0.05) a fost inregistrata si in
cazul iaurturilor fara adaos de MTGaza dupa o depozitare la rece timp de o
saptdmana, cand rearanjamente suplimentare au avut loc in interiorul retelei

proteice, ca urmare a post-acidifierii.
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Figura 6-2. Sinereza iaurturilor cu continut diferit de s.u.. obfinute cu sau fara

transglutaminaza microbiana (M
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Figura 6-3. Imagini dupa 2 §i 9 zile de depozitare la rece ale iaurturilor cu coagul ferm
obtinute din lapte de capra (10% s.u.) imbogatit cu lapte praf degresal pana la un
continut de s.u. de 14% si 18%, care a fost tratat enzimatic (~) sau nu (-) cu MIGaza.

6.1.4 Cinetica procesului de fermentare si post-acidifierea
6.1.4.1 Cinetica procesului de fermentare

Efectul adaosului MTGazei (1.8 U/g proteina. 2h/40°C) asupra cinetici de
fermentare a laptelui de capra si a laptelui de capra imbogatit cu lapte praf degresat
de origine bovind pentru obtinerea unui continut final de s.u. de 14% si 18% a fost
urmarit cu ajutorul unui pH-metru automat pe parcursul acidifierii microbine cu 0.1%
cultura starter producatoare de EPZ (YO-MIX 410) la 43°C, pana la atingerea valorii
pH-ului de 4.56 + 0.02 (Figura 6-4).

Dupa cum se observa, tratamentul laptelui cu enzimd nu a afectat viteza de
fermentare a laptelui (Wroblewska si al., 2011). in schimb, aceasta a fost influentata

de cresterea continutului n s.u. a laptelui de capra.
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Figura 6-4. Curbele de fermentare ale laptelui de capra imbogatit sau nue cu s la 1470 51

18%.. trarar sau nu enzimatic cu MTGaza (1.5 U'g proteina. 2 h. 40°C)
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6.1.4.2 Aciditatea titrabila si post-acidifierea

Stabilitatea iaurturilor la depozitare, in termeni de aciditate titrabila si post-acidifiere,
a fost determinatd dupa 2 si 9 zile de repaus la rece. Aciditatea a fost evaluata in
functie de concentratia de acid lactic produs; in plus, probele depozitate au fost

analizate in ceea ce priveste valoarea pH-ului (post-acidifierea).

Dupa cum se poate observa in figura 6-5, iaurturile netratate enzimatic au avut
valori general mai mari ale aciditatii titrabile in comparatie cu iaurturile obtinute din
probele de lapte care a fost supuse reticularii proteinelor prin adaosul de enzima,
sugerand faptul c& legaturile introduse de MTGaza au avut un rol stabilizator. De
asemenea, este evident3 o crestere a aciditatii probelor cu cresterea continutului de

S.u.

O scadere a valorii pH-ului cu timpul de depozitare a fost evidenta pentru setul de
iaurturi cu 10% si 18% s.u., exceptand iaurturile cu 14% s.u. Acestea din urma au
fost caracterizate de valori constante ale aciditatji si pH-ului pe durata depozitari.
Metoda Anova nu a evidentiat nici un impact semnificativ (a > 0.05) al tratamentului

enzimatic asupra acestor parametri.
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Figura 6-5. Aciditatea titrabila (stanga) si post-acidfierea rdreapi 3 ;s
depozitare la rece a iaurturilor cu coagul ferm obtinute din lapte &

lapte praf degresat pana la [4% sau 18% su. tratal sau nu enzimd . (TGazd
proteina. 2 h, 40°C).
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Aceste rezultatele sunt in concordanta cu masuratorile reologice si analiza sinerezei
probelor de iaurt, care au evidentiat o structurd proteica stabild a acestui tip de
laurturi. Se stie ca proprietatile texturale ale iaurturilor ce contin EPZ sunt
influentate de o serie de factori precum incarcatura electrica a biopolimerului. pH,
tarie ionica si raport proteina:polizaharid (Goh si al., 2008). Conform rezultatelor
obtinute si tindnd cont de aceste aspecte, un continut de 14% s.u. utilizat Ia
productia iaurturilor in conditiile specificate apare ca fiind o directie fezabila in

procesul de fabricare.

6.2 Concluzii

Contrar asteptarilor, tratamentul enzimatic cu transglutaminaza microbiana nu a
imbunatatit fermitatea iaurturilor obtinute cu culturéd producatoare de
exopolizaharide. Astfel, reticularea proteinelor din lapte cu enzima timp de 2 h a
scazut sinereza si fermitatea gelurilor de aproximativ doua ori, comparativ cu
gelurile obtinute din probele de control (netratate enzimatic). In plus, a fost
observata o corelatie inversa intre sistemele model si probele de iaurt; daca in
primul caz enzima a contribuit la dublarea fermitatii gelurilor acide, in cel din urma

caz a redus de doua ori aceasta caracteristica.

Acest mecanism nu era asteptat intrucat enzima creaza legaturi aditionale, de
reticulare, care sunt responsabile de cresterea consistentei gelurilor acide, dupa
cum a fost evidentiat pe sistemele model (e.g. acidifiere cu GDL; capitolul 4). Se
pare ca efectul reticularii proteinelor cu transglutaminaza microbiana este
defavorizat de producerea de exopolizaharide, cand formarea polimerilor cu masa
moleculara mare poate restrictiona construirea unei retele proteice

corespunzatoare. Studii aprofundate sunt necesare in aceasta directie.
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7. PROVOCARI TEHNOLOGICE SI PERSPECTIVE DE VIITOR

7.1 Importanta practici a studiului de cercetare efectuat

Posibilitatea de a concepe produse lactate noi, cu valoare nutritiva adaugata si
proprietati functionale imbunatatite, cu beneficii pentru sanatate, obtinute pe cale
naturald prin intermediul produsilor naturali, cum sunt MTGaza, proteinele zerului,
culturile lactice producatoare de exopolizaharide, constituie o abordare atractiva si
ofera o perspectiva atat pentru cons:Jmatori_ cat si pentru producatori, pentru
obtinerea unor alimente functionale. in plus. dupd cum observa Slacanac si
colaboratorii (2010), utilizarea laptelui de capra poate reprezenta singura directie in

procesul de fabricatie a produselor noi, precum cea a iaurturilor.

Studiul de cercetare prezent a dezbatut efectul pe care il are transglutaminaza
microbiana asupra proprietatilor texturale ale gelurilor obtinute din lapte de capra si
lapte de caprd imbogatit cu lapte praf degresat sau zer praf la 14% sau 18%
substantd uscata. Acidificarea a fost obtinutd cu glucono-0-lactona sau prin
fermentare cu o culturd starter producatoare de exopolizaharide. O comparatie cu

gelurile obtinute din lapte de vaca este prezentata in figura 7-1.

Conform rezultatelor obtinute, imbogatirea laptelui de capra avand continut scazut
de substanta uscata (s.u.), respectiv de proteina (10% s.u., 2.5% proteina), cu lapte
oraf degresat de origine bovind pana la un continut total de s.u. de 18% (4.7%
proteind) conduce la obtinerea unor iaurturi cu coagul ferm si consistenta
imbunatatita. Analiza reologicd (de mare amplitudine) a aratat ca aplicarea
tratamentului enzimatic (1.8 U MTGaza/g proteina, timp de 2 h/40°C) in obfinerea
de iaurturi cu coagul ferm din lapte de capra imbogatit cu lapte praf degresat pana
la un continut de 18% s.u., utilizadnd cultura bacteriana producatoare de
exopolizaharide (YO-MIX 410), rezulta in geluri avand fermitate similara cu cez a

gelurilor acide obtinute din lapte de vaca (Figura 7-1, reprezentare cu albasiru)

Totodata. o reducere n continutul de s.u. de la 18% la 14% este. de asemenes,
posibila in producerea de iaurturi din lapte de capra cu consistentd imbunatatita
Astfel, se pot obtine iaurturi din lapte de capra care a fost imbogatit cu lapte praf

(D

degresat pana la un confinut de 14% s.u. si ulterior tratat
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consistentd asemanatoare cu cea a gelurilor acide obtinute din lapte de capra
imbogatit cu lapte praf degresat pana la un continut de 18% s.u. sau cu cea a
gelurilor acide obtinute din lapte de capra imbogatit cu zer praf pana la un continut
de 18% s.u. si ulterior tratat enzimatic (Figura 7-1, reprezentare cu rosu). O
corelatie asemanatoare este obtinutd in cazul iaurturilor produse din lapte de capra
Tmbogatit cu lapte praf degresat pana la un continut de 14% s.u. si a gelurilor acide
produse din lapte de capra imbogatit cu lapte praf degresat pana la un continut de

18% s.u. si ulterior tratat enzimatic (Figura 7-1, reprezentare cu verde).
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Figura ~-1. Fermiiatea gelurilor (N/mm) obfinute din lapte de vaca (C) si din lapte de capra
Cinthogarit cu zer praf (WPP) sau lapte praf degresat de origine bovina (SMP) la 14 §i

TNV s in prezenta san nu de transglutaminaza microbiana (TG, incubare 1.8 UTGaza g
protema. £0°C 2 h inactivare 83°C/10 min). Acidifierea s-a realizat cu 4% (w/v) GDL sau
0.1% (wiv) ;' (J- \n'(d;.\- -4 .'IU.

Rezultatele cercetarii pot fi utilizate de catre producatorii de produse lactate atat
pentru diversificarea gamei de produse, cat si pentru cresterea competivitatii pe

piata alimentara.



7.2 Perspective de viitor

in plus, pentru a veni in Intampinarea cerinelor consumatorilor de z2/meniz =0 ~ =

putin procesate, in figura 7-2 este prezentatd o direcfie de studiu ce cerce=rs

pentru viitor. Incubarea enzimei simultan cu adaosul culturii starter va per =

reducere a costurilor energetice. In aceasta situatie, transglutaminaza microc 2+

({10

va fi inactivatd de scaderea treptatd a pH-ului mediului de reactie, ca urmar

n
W

actiunii bacteriilor lactice asupra lactozei din lapte.

Cultura starter Lapte de capra crud Zer praf MTG

(1-2%) {péndla 18% su) {18 - 3 Uig proteina}
Pasteurizare
(85°C/15 min)

E_ Racire (43°C) |
i

-
Ambalare si fermentare
(43°C panala pH 4.5)

v

Ricire (5°C) |

|

|_ Depozitare larece (57°C) ]

!

laurt din lapte de capra
cu coagul ferm

Figura ~-2. Obtinerea iaurtului din lapte de capra cu coagul ferm in prezena de
praiselutaminaza microbiana (MTG).

Utilizarea MTGazei in industria alimentard va contribui semnificativ la rezolvarea
multor probleme legate de foamete si de deficiente de proteine in tarile in curs de
dezvoltare. precum si in rezolvarea problemelor legate de sanatate si de protectia
mediului in tarile dezvoltate (Zhu si al., 1995).
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8. CONCLUZII

Studiul de cercetare a avut la baza incercari de a imbunatati proprietaiile fizice s
reologice ale gelurilor acide de origine caprina. Abordarea experimentala originala a
constat in stimularea interactiunilor dintre proteinele laptelui (de origine caprina si
bovind) prin intermediul transglutaminazei microbiene (MTGaza) si a fost condusa
atat prin acidifiere cu glucono-8-lactona, cat si prin acidifiere microbiana. Cercetarea

a fost sistematizata in patru capitole.

Studiul a concluzionat ca transglutaminaza microbiana actioneaza precum o
unealtd eficientd in imbunatatirea caracteristicilor texturale ale gelurilor acide de
origine caprinad si ca, daca se doreste obtinerea unui produs lactat acid din lapte de
capra cu un gel comparabil cu cel obtinut din laptele de vaca, trebuie sa se tina cont

de continutul redus in proteine al laptelui de capra.

A fost evidentiata importanta continutului in substanta uscata (prin adaos de lapte
praf degresat sau de zer praf de origine bovind), a intensitatii tratamentului termic
(cu inducerea reactiilor de interschimb SH/SS, necesare in sistemele pe baza de
proteine globulare), precum si a gradului de reticulare pentru imbunatatirea
proprietatilor fizice ale gelurilor acide. Conform rezultatelor acestor studii, aplicarea
unui astfel de tratament mixt (adaos de lapte praf degresat sau zer praf de origine
bovina si de MTGaza) in laptele de capra folosit drept materie prima la obtinerea de
‘aurturi este raportat pentru prima oara in literatura de specialitate si ar putea

constitul 0 noua directie n procesul de fabricatie.

Intrucat efectul MTGazei observat in sisteme model poate fi diferit de cel in iaurturi.
studiul de cercetare a fost extins la acidifierea microbiana. Contrar asteptarilor
tratamentul enzimatic cu transglutaminaza microbiana nu a imbunatatit fermitatea
iaurturilor obtinute cu culturd producatoare de exopolizaharide. Totodata. datele au
subliniat importanta imbogatirii laptelui de capra sarac in proteine si oportunitatea
reducerii sau chiar eliminarii sinerezei acestor produse aplicand tratamentul

i

enzimatic

otusi. intrucat analizele au evidenfiat o oarecare incompalbiliiate

enzima-exopolizaharide, se recomanda efectuarea unor cercetar pe aceleasl

substraturi, Tnsd cu o culturd bacteriana clasica (care s& nu produca
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exopolizaharide).

Conform rezultatelor obtinute, a fost propusa, drept directie de cercetare viitoare,
obtinerea unui iaurt din lapte de capra imbogatit cu zer praf, cu adaosul simultan a

transgluatminazei microbiene si culturii lactice.

in urma studiului de cercetare efectuat, se poate concluziona ca reticularea
proteinelor din lapte de catre transglutaminaza microbiana, prin introducerea noilor
legaturi covalente, de tipul €(yGIn)Lys, modifica la nivel molecular structura
proteinelor, implicit a proprietatilor lor functionale (i.e.de gelifiere, de agregare,
capacitate de retinere a apei), cu obtinerea de geluri ce prezinta structuri proteice

noi, diferite de cele obtinute in cazul gelurilor traditionale (netratate enzimatic).
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