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SCOPUL SI OBIECTIVELE STIINTIFICE ALE TEZEI

Industria alimentara a trecut prin schimbari majore in ultimii 20 de ani, in principal
prin dezvoltarea si implementarea de noi tehnologii, pentru a raspunde cererilor in crestere
ale consumatorilor pentru produse sigure si sanatoase.

Tehnologiile frigorifice sunt utilizate pe scard larga in toate ramurile industriei
alimentare. Tn industria procesatoare a laptelui, procesele de congelare sunt aplicate Tn
general pentru conservarea materiilor grase, precum untul sau smantana si in procesele
tehnologice de fabricare a inghetatei. Rareori insa sunt folosite in scopul conservarii
branzeturilor, cu mici exceptii in cazul branzeturilor proaspete, unde se utilizeaza numai
procedeul de congelare in spatii frigorifice izolate termic.

De asemenea, pastrarea in stare congelatd a probelor de coagul proteic si/sau branza
poate fi necesard in cadrul laboratoarelor. Astfel pot fi analizate probe colectate din acelasi
lot pentru a urmari efectul proceselor de maturare, sau colectate de la diferite fabrici, pentru
analiza comparativa a probelor utilizand tehnologii diferite in conditii identice, economisind
astfel timp si bani.
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branzeturilor in diferite produse alimentare congelate cum ar fi pizza, produse de panificatie
tip foietaj, saleuri, pateuri, precum §i pentru a stabili daca unul sau mai multe procedee de
congelare se pot aplica in vederea conservarii, crescand astfel perioada de valabilitate a
coagulului proteic din lapte de capra si mentinerea prospetimii acestuia.

Obiectivele urmarite pe parcursul acestui studiu au fost urmatoarele:

e Stabilirea conditiilor de congelare si influenta acestora asupra coagulului proteic;

e Influenta parametrilor si a procedeelor de congelare asupra indicatorilor de calitate
ai brénzei: caracteristici fizico-chimice, microbiologice, reologice, texturale si
senzoriale;

e Stabilirea unui procedeu optim de congelare care sa nu afecteze caracteristicile de
calitate ale branzei.

Pentru a atinge obiectivele propuse, ne-am oprit asupra urmatoarelor procedee de

congelare:

e Congelare 1n aer cu convectie naturala a aerului, la -20°C;

e Congelare prin imersie in agent intermediar, respectiv saramura cu o concentratie
de 23% NaCl si o temperatura de -15°C,;

e Congelare rapida la -70°C,;

e Congelare prin contact direct cu agenti criogenici, respectiv cu azot lichid.

3. MATERIALE SI METODE ANALITICE

3.1. Obtinerea coagulului proteic din lapte de capra

Coagulul proteic din lapte de capra a fost obtinut in cadrul unei ferme din localitatea
Schela, Judetul Galati, care utilizeaza numai lapte de capra crud, fard adaosuri de culturi
starter. Coagulul proteic a fost produs din lapte de capra integral nepasteurizat (crud) prin



inchegarea acestuia cu enzime coagulante, cunoscute sub denumirea genericd de cheag.
Procesul tehnologic de fabricare a coagulului proteic a implicat un numar limitat de operatii
unitare. Laptele, obtinut de la colectarea de seara si pastrat la 4°C, a fost amestecat cu laptele
de la colectarea de dimineatd. Dupa omogenizarea laptelui cu cheag de vitel (chimozina) in
proportie de 1% ( putere de coagulare 1:10000), laptele a fost mentinut pentru coagulare la
32°C, timp de aproximativ 4 ore. Prelucrarea coagulului din vana a constat in taierea acestuia
n coloane cu sectiune patrata cu latura de 8-10 cm. Coagulul a fost tdiat manual, utilizand
drept ustensild de prelucrare o harfa. Coagulul taiat a fost lasat in repaus timp de 45 minute
pentru eliminarea zerului. Apoi coagulul a fost introdus in sedile si lasat pe crintd pentru
scurgerea zerului. Scurgerea zerului s-a efectuat prin autopresare la temperatura de 20°C,
timp de 5 ore.

Produsele au fost achizitionate direct de la producator, din localitatea Schela, judetul
Galati si transportate in lazi frigorifice cu temperatura de maxim 6°C pana la laboratoarele
Facultatii, unde au fost supuse analizelor fizico-chimice si microbiologice si pregatirii pentru
congelare.

3.2. Pregatirea probelor de coagul proteic pentru congelare

Coagulul proteic din lapte de capra, provenit de la ferma, sub forma de calupuri cu
greutatea de aproximativ 4,5 - 5 kg, a fost divizat in esantioane cu dimensiunile de 5x5%2,5
cm si masa de aproximativ 50 g. Probele astfel pregatite au fost supuse preambaldrii sub vid
sau direct congelarii, in functie de procedeul de congelare ales.

Stabilirea procedeelor de congelare
Procedeele de congelare utilizate de noi au fost:

e Congelarea in aer in congelator conventional la temperatura de -22°C;
e Congelarea in superfreezer ANGELANTONI - INDUSTRIE, la temperatura de -
70°C;
e Congelare criogenica cu azot lichid, temperatura agentului criogenic fiind de -
196°C,;
e (Congelarea prin imersie in agenti intermediari, respectiv in solutie de NaCl cu o
concentratie de 23% si o temperatura de -15°C.
In cazul congelarii criogenice, s-a utilizat un echipament cu functionare continua prin
pulverizare cu azot lichid, iar probele au fost supuse direct congelarii si ulterior probele fiind
ambalate in vid.

Schema de principiu este prezentatd in figura 3.1.
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Fig. 3.1. Schema de principiu a congelatorului cu azot lichid (Damian, si altii, 1997)

Pulverizarea azotului lichid se face la inceputul primei treimi din lungimea tunelului,
iar azotul gazos este evacuat in atmosfera la capatul tunelului pe unde este introdus produsul
de congelat. Temperatura suprafetei produsului scade rapid in zona de pulverizare, apoi
creste, deoarece cdldura din miezul produsului este transferata mai rapid la suprafatd, decat
de la suprafatd la mediul gazos.

Drept probe au fost utilizate bucati paralelipipedice de coagul proteic
(500x400x25mm), cu masa de 50 g si temperatura initiala t; = 8°C.
Pentru congelarea prin contact direct cu agenti intermediari a fost utilizatd metoda descrisa de
(Ribero & A., 2007). Dupa ce solutia de NaCl cu o concentratie de 23% (2 L) a fost
preparata, aceasta a fost repartizata in 2 vase termorezistente cu capacitatea de 1 L, care au
fost introduse in congelator la -25°C. Temperatura saramurii a fost monitorizata continuu si
Tn momentul Tn care a ajuns la -15°C, in saramura au fost imersate probele de coagul proteic.

Tabelul 3.1. Caracteristicile procedeelor de congelare
Parametrii tehnicilor de congelare

Procedeu de

congelare treaiv, tiproba, t i fe Tipul de
[ C] [ C] [OC] [Cm/h] [h] Congelare
Convectie
naturali de aer -20... -22 8 -20 0.45..0.5 55 Lenta
-20°C
Supercongelare
-70 8 -25 1..15 25 Rapidi
-70°C
Imersie in
solutie de NaCl -15 8 -15 33.4 0.5-0.6 Foarte rapida
23%
P”'Vﬁgﬁ%re N2 106 8 25 15.20  015..0.18  Ultra rapida

tegiu, - temperatura mediului de congelare, °C; t; oroba - temperatura initiald a probei, °C; 't -
temperatura finald a probei, °C; w, - viteza medie de congelare, cm/h; 7. - durata medie de congelare, h .



Dupi o perioadi de 3 luni de depozitare la -20°C, probele au fost decongelate lent la
4°Csi depozitate la 4-6°C pentru o perioada de 15 zile.

Temperatura a fost inregistrata cu ajutorul echipamentului DigiSense Scan Link 2.0.

Probele au fost analizate dupa 1 zi, 7 zile si 15 zile de depozitare in regim de
refrigerare (4-6°C).

In functie de rezultatele analizelor fizico-chimice si microbiologice, au fost efectuate
analize senzoriale, de microstructurd si reologice pentru probele care au suferit cele mai
putine modificari.

3.2. Metode analitice si echipamente
3.2.1. Analize fizico-chimice

Stabilirea compozitiei chimice globale a laptelui si a coagulului proteic din lapte de
caprd a implicat : determinarea continutului de grasime, a continutului de azot total,a
azotului neproteic,a continutului de substanta uscata totala, a azotului usor hidrolizabil,
a indexului de proteolizi primara, indexul proteolizei secundare, determinarea
indicelui TBA (acid 2- tiobarbituric), determinarea continutului de NaCl, determinarea
continutului de cenusa, determinarea aciditatii si pH-ului.

3.2.2. Analize microbiologice

Determinarea caracteristicilor microbiologice a fost efectuatd in conformitate cu
cerintele standardelor europene.

Astfel, pentru lapte si pentru coagulul proteic din lapte de capra s-au efectuat
urmatoarele analize: determinarea numarului de microorganisme aerobe mezofile, stabilirea
numdrului de bacterii coliforme, determinarea coloniilor de E.coli beta-glucuronidaza-
pozitive, numararea drojdiilor si mucegaiurilor, detectarea stafilococilor coagulaza-pozitiv.

3.3. Analiza microstructurii probelor de coagul proteic

Analiza microstructurii coagulului proteic a fost efectuatd in cadrul Facultatii de
Stiinta Materialelor, Politehnica Bucuresti, cu ajutorul unui microscop electronic XL 30 tip
ESEM-Quanta (Philips/FEI) cu pachet software de control al sistemului si de analiza
echipament. Parametrii de lucru au fost urmatorii: tensiunea de faza 25 kV, presiunea 0,7
Torr. Distanta de lucru dintre proba si detector a fost cuprinsa intre 8,8 s1 11 mm.

3.4. Analiza senzoriala
Abordarea hedonica sau preferentiala a analizei senzoriale

Testele hedonice evalueaza acceptabilitatea produsului de catre consumatori.
Acceptabilitatea include toate caracteristicile senzoriale perceptibile Tn momentul testarii si
poate fi definita ca placerea oferita consumatorilor la consumul uni produs.



Abordarea analitica a analizei senzoriale

Pentru stabilirea metodei optime de congelare si de pastrare a produselor dupa
decongelare in stare refrigerata, probele de coagul proteic au fost testate din punct de vedere
al caracteristicilor senzoriale. A fost elaborata o fisa de testare senzoriald, care sa contina
atributele senzoriale importante pentru acest tip de produs .

Analiza senzoriala a fost efectuatd conform cu standardul STAS 12656-88: Analiza
senzoriala. Metoda cu scdri de punctaj.

Metodele cu scari de punctaj se aplica pentru evaluarea unui ansamblu de proprietati
senzoriale (gust, miros, consistentd etc.) sau pentru evaluarea unei singure proprietati
senzoriale a produselor alimentare.

3.5. Diferentierea probelor de coagul proteic utilizind nasul electronic

Probele de coagul proteic din lapte de capra, congelate in diferite sisteme, au fost
analizate folosind aparatul o-Prometheus (Sistem multisenzor pentru controlul calitdtii
alimentelor si detectarea falsurilor alimentare, Alpha.Mos, Franta) in scopul observarii
diferentelor in compozitia volatila.

3.6. Determinarea caracteristicilor reologice ale probelor de coagul proteic

Probele au fost echilibrate la 20°C, Tnainte de testare. Valorile modulului complex
(G*), modulului de inmagazinare (G’), modulului de relaxare (G") si ale unghiului de faza
sau de deformare (0) au fost masurate prin scanarea domeniului de frecvente unghiulare
0,6283-628,3 rad/s si a domeniului de temperatura 20-80°C in domeniul liniar al
vascoelasticitatii.

Masuratorile reologice dinamico-oscilatorii au fost efectuate cu ajutorul reometrului
AR2000ex (TA Instruments, New Castle, DE), atasat la un computer control software
(Rheology Advantage Data Analysis Program, Ta, New Castle, DE).

Testarile dinamice

Un test dinamic este realizat prin aplicarea unei deformari (sau stres) sinusoidale mici
si constd in madsurarea stresului sau deformarii rezultate. Testele oscilatorii de joasa
amplitudine sunt realizate in regim de forfecare si de aici abrevierea SAOS de la forfecare
oscilatorie de joasd amplitudine; aceste teste sunt utilizate pentru studierea proprietatilor
dinamice vascoelastice.

Testul de scanare a frecventei unghiulare sau testul de crestere progresivi a
frecventei

Acest test a fost folosit, Tn general, pentru determinarea caracterului elastic al gelurilor
pe baza de lapte si este, probabil, cel mai versatil test reologic de caracterizare a
comportamentului vascoelastic al materialelor. Tn acest test, am impus unui material o
deformare (stres) sinusoidala sau o amplitudine fixa si am determinat modulii dinamici (G,
G", G*) si unghiul de faza (8) intr-un domeniu larg de frecvente unghiulare.



3.7. Analiza statistica

Pentru a diferentia probele analizate din punct de vedere al principalelor caracteristici
fizico — chimici pe grupuri noi am utilizat programul statistic IBM SPSS Statistics Base 19,
testul Tukey. Semnificatia a fost stabilitd pentru p<0,05.

Compararea pe grupuri a celor 5 probe de coagul din lapte de capra a fost realizata cu
programul STATGRAPHICS — CENTURION — Analiza de cluster — testul “Metoda celui
mai apropiat vecin”.

Corelarea dintre diferitele caracteristici fizico-chimice si principalii parametrii
reologici si caracteristicile senzoriale a fost stabilitd cu ajutorul programului statistic IBM
SPSS Base 19- Corelatia Spearman.

4. REZULTATE SI DISCUTII
4.1. Analiza fizico - chimica a laptelui si coagulului din lapte de capra

Probele de lapte si de coagul proteic au fost recoltate in aceeasi perioada a anului, respectiv in
lunile martie — iunie.Laptele de capra integral utilizat la obtinerea coagulului proteic a avut
compozitia chimica indicata in Tabelul 4.1.

Tabelul 4.1. Comporzitia chimica a laptelui de capra

Compozitia chimicd medie Lapte crud integral de capra*
Grasime (%) 3,47
SUN (%) 9,49
Proteina (%) 3,88
Lactoza (%) 4,98
Cenusa (%) 0,75
Aciditate (°T) 13,00

*Valori medii (probe triple)

Valorile obtinute de noi pentru parametrii chimici sunt in concordantd cu cei raportati
in literatura de specialitate: grasime 3,3-4,1%; proteine 2,9-4,3%; lactoza 4,4-4,8% si cenusa
0,7-0,8% cenusa.

Din punct de vedere microbiologic, laptele de capra utilizat la fabricarea coagulului
proteic a prezentat incarcatura microbiana prezentata in tabelul 4.2.

Tabelul 4.2. Incarcatura microbiand a laptelui de capri

Populatia microbiani log,, ufc/g
MAM 5,2
Coliformi 2,30
E. coli 1,96
Stafilococi coagulaza — +
pozitivi
Drojdii si mucegaiuri 1,86

*MAM — microorganisme aerobe mezofile



Laptele de capra s-a incadrat din punct de vedere microbiologic prevederilor
standardului CE 853/2004 .

Coagulul proteic a avut compozitia chimica indicata in tabelul 4.3

Probele au prezentat unele diferente compozitionale privind continuturile de apa,
grasime, proteine si sare. Coagulul proteic congelat prin imersare in saramurd a avut un
procent de sare cu 70% mai mare in comparatie cu restul probelor.

Tabelul 4.3. Compozitia chimica a coagulului proteic*

SU, Grisime, N,t, Proteine totale, NaCl, Cenusi, Aciditate, pH
% % s.u. % % S.u. % S.u. % s.u. °T
4515 20,66 45,76 2,39 15,25 33,75 1,8 3,99 231 | 564 98 5,02
* Valori medii

Continutul de substanta uscata, respectiv de apa incadreaza casul de capra in categoria
de brénzeturi semi-tari (Costin, 2003). Fatd de lapte, la coagul se constatd o crestere a
aciditatii, respectiv o scadere a valorii de pH, o concentrare a componentelor, grasime,
proteine si cenusd ca urmare a elimindrii unei cantitdfi importante de zer in timpul fabricatiei.
Continutul de cenusa a crescut si pe seama adaosului de sare.

Rezultate analitice obtinute de noi privind Incarcatura microbiand a coagulului proteic
din lapte de capra sunt prezentate in tabelul 4.4.

Tabelul 4.4. Incarcditura microbiand a coagulului proteic

Populatia microbiana Log,o ufc/g
MAM 5,80
Coliformi 2,76
E. coli 2,37
Stafilococi coagulaza — +
pozitivi
Drojdii si mucegaiuri 2,86

Caracteristicile fizico-chimice si microbiologice ale coagulului de capra precizate mai
sus au fost considerate de noi ca valori specifice probei martor, nesupusa tratamentului de
congelare.

4.2. Caracterizarea fizico-chimica a coagulului proteic din lapte de capra
congelat-decongelat-refrigerat

Variatia continutului de substantd uscati

Pe parcursul perioadei de pastrare a probelor decongelate la 4 -6°C, timp de 15 zile,
continutul in substanta uscata a crescut cu valori diferite (Figura 4.1.) in functie de natura
probei .

Comparand continuturile de substantd uscatd din cele 4 probe in raport cu proba
martor imediat dupa decongelare, putem afirma ca, exceptand proba congelatd In saramura,
celelalte procese de congelare au influentat in micd masura continutul de substanta uscata,
statistic Tnregistrandu-se diferente semnificative. Astfel, proba martor s-a diferentiat statistic
semnificativ fatd de proba congelata la -20°C (p<0,05; sig. 0,041) si puternic semnificativ in



comparatie cu proba congelatd in saramurd (p<0,05; sig 0,001). De asemenea, proba
congelatd Tn saramura a prezentat diferente puternic semnificative fatd de proba congelata in
azot lichid (p<0,05; sig. 0,01) si semnificative fata de proba congelata la -70°C (p<0.05; sig.
0,041). Proba congelata la -20°C a prezentat diferente semnificative fata de proba congelata
prin pulverizare de azot lichid (p<0,05 sig. 0,039).
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Figura 4.1. Variatia continutului de substantd uscatd
(durata de depozitare la 4 -6°C /15 zile)

Variatia continutului de lipide

Conditiile de pastrare a probelor decongelate nu a influentat semnificativ continutul
de grasime, acesta variind Tn limite mici in jurul valorii de 45% s.u., pierderile cele mai mari
in grasime fiind Inregistrate la probele congelate in saramura si la -20°C, chiar dupa prima zi
de la decongelare. Totusi, a existat o usoara tendinta descrescatoare a continutului de grasime
pentru toate probele, dar diferentele cele mai semnificative au fost Inregistrate intre proba
martor si proba congelatd in saramurd (p<0,05; sig. 0,013). Intre proba martor si proba
congelati la -20°C a fost constatd numai o diferenta usoara (p<0,05; sig. 0,043).
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Figura 4.2. Variatia continutului de materie grasa
(durata de depozitare la 4-6°C / 15 zile)



Variatia indicelui TBA

Variatia numarului TBA, ca masurd a gradului de oxidare al lipidelor, este prezentata
in Figura 4.3. Din figura se observa tendinta ascendenta a valorilor indicelui TBA la toate
probele, cea mai mare valoare nregistrandu-se la proba congelata la -20°C, 0,311 mg
MDA/kg proba, dupa 15 zile de depozitare la 4°C. Aceasta crestere mai accentuatd a valorii
TBA in cazul probei congelate la -20°C, fata de toate celelalte probe poate fi explicata prin
cresterea continutului de grasime liberd ca urmare a degraddrii membranei lipoproteice ce
protejeaza globula de grasime, sub actiunea cristalelor mari si neregulate de gheata formate in
timpul congelarii. Grasimea astfel eliberatd din membrane este mai susceptibild atacului
enzimelor lipolitice. Totusi valorile inregistrate sunt mici si nu putem vorbi de o oxidare care
sa influenteze calitatea produsului.

In cazul probei congelate in saramurd, indicele TBA a variat foarte putin, lucru
explicabil datorita efectului protector pe care il exercita sarea asupra lipidelor .
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Figura 4.3. Variatia indicelui TBA din probele decongelate
(durata de depozitare la 4-6°C / 15 zile)

Variatia continuturilor fractiunilor azotate, proteine, azot neproteic, azot amoniacal si a
gradului de proteoliza

Continutul de azot total a ramas relativ constant pe perioada congelarii, existand o
usoard tendintd de scadere pe perioada depozitirii In conditii de refrigerare . Se poate
observa, totusi, ca la probele congelate prin contact direct cu agentul frigorific, respectiv cu
azot lichid, au fost Tnregistrate continuturi de azot total cu aproximativ 9,5% mai mari decat
in cazul probei martor, diferentd statisticd semnificativd (p<0,05). Diferentele privind
continuturile de azot proteic si azot neproteic constatate le punem pe seama neuniformitatii
loturilor.

De asemenea, continutul de proteine raportat la 100 g substanta uscatd nu a suferit
modificari majore in urma tratamentelor de congelare. Pe parcursul mentinerii la 4-6°C,
cantitatea de proteina raportata la 100 g substanta uscata a inregistrat pierderi nesemnificative
(Figura 4.), paralel cu cresterea fractiunii de azot neproteic, format in urma proceselor
proteolitice catalizate de enzimele sintetizate de microflora care a supravietuit procesului de
congelare.



Tabelul 4.6. Variatia continuturilor fractiunilor azotate, proteine,
azot neproteic, NH3 si a gradului de proteolizi

N, usor
Zile | Proteini, | Proteini, '}:gg;’l‘ Not, | NP, | N,NP, pcr;‘:i?)l(ijfﬁ prftl?)c:is; -
(N;H) :
% %s.u. ng% % % % NHNst% | NNP/Nt, %
. 0 15,24 33,75 8 2,39 2,33 0,060 0,34 2,51
E 1 15,22 33,75 8 2,38 2,32 0,060 0,34 2,52
_c-és 7 14,80 32,49 9 2,32 2,26 0,060 0,39 2,59
I 15 14,55 33,53 12 2,28| 2,23 0,085 0,53 2,19
g 1 15,31 33,20 10 2,4 2,33 0,072 0,42 3,00
g) ; 7 14,55 30,37 11 2,28| 220 | 0,078 0,48 3,42
§ s 13,97 29,11 16 219| 212 | 0,084 0,73 3,38
g 1 15,70 32,62 14 246 240 | 0,062 0,57 2,52
%g 7 14,80 30,49 19 2,32 2,26 0,064 0,82 2,76
(g) 15 13,46 27,54 21 2,11 2,05 | 0,062 0,99 0,19
f 1 16,00 34,87 9 2,59 2,51 0,081 0,35 3,13
% 'g 7 16,27 34,70 10 255 247 0,078 0,39 3,06
Z:Cj s 15,69 33,35 9 244| 238 | 0,094 0,37 2,62
<§ = 1 15,80 35,38 14 2,63 254 | 0,093 0,53 3,54
% § 7 15,90 34,88 146 | 2,58| 248 | 0,102 0,57 3,95
é | 15 15,70 34,13 152 | 2,62| 253 | 0,118 0,58 3,36

Evaluarea gradului de proteoliza primara a necesitat determinarea azotului usor
hidrolizabil si calcularea raportului procentual azot amoniacal / azot total (Imm, si altii, 2003;
Mas, si altii, 2002; Mallatou, si altii, 2004), acest raport procentual fiind un indicator al
proteolizei primare. Proteoliza primara reprezinta etapa in care se formeaza peptide mari in
branzeturi fara incalzirea a doua, in care chimozina reziduald nu este inactivata.

Cresterea nivelului de proteoliza mai mult in probele ce au fost congelate decat in
proba martor a fost raportatd pentru mai multe sortimente de branza din lapte de capra
(Hernandez, si altii, 1990; Filchacova, si altii, 1983; Alichanidis, si altii, 1981)




40

38

36

34
532 — —=—PM
30 T — ——-20C
I - -NaCl
£ == -70C
226 == -196C
a4

22

20

1zi 7zile 15zile
Zile

Figura 4.4. Variatia cantitdtii de proteind din probele decongelate
(durata de depozitare la 4-6°C / 15 zile)

12
=
> 10
Z g ——PM
(T
N
9 6 > =f=-20C
o X
e a4
% NaCl
o 2
3
-c O T T 1
£

1zi 7zile 15zile
ZILE

Figura 4.5. Variatia proteolizei primare
Pierderea tariei matricei proteice datoritd proteolizei in proba congelatd la -20°C se
poate datora coalescentei globulelor de grasime si maririi procentului de grasime eliberata
(Imm, si alti1, 2003).

Un continut ridicat de sare poate influenta proteoliza prin afectarea activitafii
microbiene si enzimatice, ducand astfel la scaderea ratei si/sau a extinderii proteolizei
(Mistry, si altii, 1998).

Pe parcursul proteolizei secundare (Figura 4.6), peptidele cu masa moleculara mare si
medie sunt fragmentate gradual de cétre enzimele coagulante §i enzimele sintetizate de
microflora de contaminare a laptelui in peptide cu masa moleculard mai mica si aminoacizi
(O'Keffe, si altii, 1976), solubile in acid tricloracetic (Costin, 2003).

Pe perioada pastrarii, in toate probele a fost Inregistratd o crestere a gradului de
proteoliza secundara, datele fiind in acord cu rezultatele obtinute si de alti cercetatori
(Mallatou, si altii, 2004; Reville, 1978). Noi am inregistreaza diferente semnificative intre
proba congelata in azot lichid, proba martor si proba congelata in saramura (p<0,05).
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Figura 4.6. Evolutia proteolizei secundare pe perioada depozitarii la 4-6 °C/15 zile
Variatia continutului de NaCl si cenusd

Continutul de sare a fost in mod evident mai mare in proba congelatd in saramura,
aceasta absorbind pand la 7,5 g NaCl/100 g produs in timpul procesului de congelare,
cantitatea absorbita crescand pana la 8,1 g NaCl/100 g produs in parcursul depozitarii la 4 -
6°C, datorita pierderii de umiditate. Diferentele sunt puternic semnificative Intre proba
congelatd in saramura si toate celelalte probe (p<0,05, sig 0.000).

Variatia pH-ului si aciditatii

Valoarea pH-ului a suferit modificari usoare pe parcursul depozitarii probelor in
conditii de refrigerare, cu exceptia probei congelate in saramurd, aceasta nregistrand cele mai
mari valori de pH. Continutul de sare poate influenta valoarea pH-ului prin actiunea pe care o
exercitd asupra activitatii microbiene (Thomas, 1981; Guinee, 1993; Pastorino, si altii, 2003).

Cresterile valorilor de pH pe perioada celor 15 zile de depozitare in regim de
refrigerare, probabil, sunt determinate de formarea amoniacului (Fox, si altii, 1971) .

Valorile de pH apropiate in probele proaspdt decongelate din celelalte 3 probe
confirma faptul ca procesele de congelare la -20°C, la -70°C si in azot lichid si mentinerea in
stare congelatd timp de 3 luni nu au avut impact asupra pH-ului, lucru care sugereaza ca
procesele de congelare aplicate sunt adecvate pentru conservarea coagulul proteic din lapte de
capra.



Tabelul 4.7. Variatia continuturilor de cenugsd si sare

Metoda | Durata @ Substanta NaCl, Cenusa,
de uscata,
congelare
% % S.u. % S.u.
0 zile 45,15 1,8 3,99 2,31 5,12
Proba 1zi 45,10 1,8 3,99 2,3 5,10
martor 7 zjje 45,56 1,92 4,21 2,28 5,00
15 zile 46,4 2,04 4,40 2,36 5,07
1zi 46,12 1,80 3,90 2,32 5,03
Congelare .
la -20°C 7 zile 47,89 1,78 3,72 2,28 4,76
15 zile 48,00 1,82 3,79 2,31 4,81
1zi 48,13 3,61 7,50 4,01 8,33
Congelare
in solutie = 7 zile 48,54 3,71 7,64 3,99 8,22
de NaCl i
15 zile 48,88 3,98 8,14 4,09 8,37
1zi 45,88 1,61 3,51 2,64 5,75
Congelare .
la -70°C 7zile 46,89 1,78 3,80 2,03 4,33
15zile 47,05 1,96 4,17 2,22 4,72
1zi 44,66 1,78 3,99 2,02 4,52
Congelare
n azot 7 zile 45,58 1,84 4,04 2,12 4,65
lichid :
15 zile 46,00 2,10 4,56 2,20 4,78
6,10
6,00
5,90 /‘/
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Figura 4.7. Variatia pH-ului pe perioada depozitarii la 4-6 C/15 zile




Aciditatea probelor congelate (tab.4.8.) s-a mentinut la valori apropiate de cele ale
probei martor, acestea fiind in concordanta cu valorile prevazute in standarde pentru coagulul
proteic proaspat, cuprinse intre 110 — 180°T (Costin, 2003).

Tabelul 4.8. Variatia aciditatii pe perioada depozitarii la 4 — 6°C /15 zile

ZILE Aciditate , °T
PROBA 1zi 7zile 15zile
PM 96 110 120
Cong . -20°C 99 105 115
Cong . sol NaCl 99 98 101
Cong -70°C 98 101 110
Cong. N lichid 102 99 108

Analiza cluster

In figura 4. 8. este prezentati dendrograma care reprezinti analiza clusterelor pe
grupuri, utilizand metoda celui mai apropiat vecin.

Analiza statistica a generat un cluster format din 4 grupuri ce se disting clar (1, 2, 5 si
3), unele caracteristici ale grupului 4 prezentand similitudini cu caracteristici ale grupurilor 2
sis.

Din analiza arborelui de clasificare se disting clar probele 1 (proba martor) fatd de
proba 5 (proba congelata in azot) si fatd de proba 2 (congelare la -ZOOC). Proba 3 (congelata
in saramurd) a format un grup individual inca de la inceput, diferentiindu-Se net de toate
celelalte probe.
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Figura 4.8. Dendrograma clusterilor pe baza proprietatilor fizico-chimice ale celor 5 grupuri de probe (1-p.
martor; 2- congelare la -20° C; 3 —congelare n sol. NaCl; 4- congelare -70; 5 — criocongelare )




Concluzii partiale

e Caracteristicile fizico-chimice si microbiologice ale coagulului din lapte de capra
la 1 zi dupa decongelare nu au fost influentate Tn mare masura de procedeele de
congelare utilizate, cu exceptia congelarii in solutie salind cu o concentratie de
23% NaCl.

e (Congelarea in solutie salina cu o concentratie de 23% NaCl a influentat cel mai
profund caracteristicile fizico — chimice, in special, continuturile de substanta
uscatd, de grasime, de sare si de cenusd. De asemenea, indexul proteolitic a
inregistrat cele mai ridicate valori in cazul coagulului congelat in saramura.

e Probele congelate la -70°C au inregistrat cele mai apropiate valori de cele ale
probei martor. Acest lucru se datoreaza pe de o parte vitezei mai mari de
congelare, precum si datoritd faptului cd la aceastd temperaturd activitatea
enzimatica este mult mai scazutd dar nu egala cu zero;

e Probele congelate la -20°C prezintad modificari esentiale a continutului de S.U. si
continutului de grasime, dupd decongelare si mentinere la 4 -6°C timp de 15 zile
datorita vitezei lente de congelare ce a favorizat formarea cristale mari si
neregulate de gheata;

e Tehnologiile frigorifice aplicate nu au influentat in mod semnificativ pH-ul
probelor, singura diferentd fiind in cazul probei congelate in saramura, unde pH-
ul a avut valoarea de 5,8 fata de proba martor de 5,5.

e Pe parcursul celor 15 zile de depozitare la 4 - 6°C, probele nu au suferit
modificari majore, valorile caracteristicilor fizico-chimice variind Tn limite
relativ mici.

4.3. Analiza microbiologica

Acest studiu a fost centrat pe evaluarea potentialului de supravietuire si de crestere al
microorganismelor, cum ar fi bacteriile mezofile aerobe; coliformii; E. coli; stafilococii
coagulazo — pozitivi; drojdiile si mucegaiurile in timpul congelarii si depozitarii in regim de
refrigerare.

Rezultatele analizelor microbiologice conduse pe cele 5 probe sunt prezentate in
tabelul 4.9.

Formarea cristalelor mici de gheatd atit intracelular cat si extracelular, in timpul
congeldrii rapide nu determina distrugerea membranei si a componentelor celulare, dar
blocheaza metabolitii si supun la soc termic bacteriile mezofile si termofile fapt demonstrat
de procentul mai mic de microorganisme aerobe mezofile in probele congelate la -70°C,
fata de cele congelate la -20°C.

Procedeul de congelare in saramurd a avut efect bactericid asupra stafilococilor
coagulazo — pozitivi, temperatura scazuta potentand efectul inhibitor al sarii, pentru aceasta
categorie de microorganisme.

Tn schimb, probele care au fost tratate n azot lichid, au prezentat un numar de MAM
apropiat de cel al probei martor. Geiges a ajuns la concluzia ca o congelare rapida, urmata
de decongelare, are ca rezultat o ratd de supravietuire mai mare decat in cazul congelarii

lente (Geiges, 1996).



Procentul de drojdii si mucegaiuri din probele congelate este semnificativ mai mic
fatd de proba martor, peste 90% din mucegaiuri fiind inactivate la temperaturi sub -20°C,
iar drojdiile isi pierd viabilitatea in mare masura la temperaturi sub -10°C.

Tabelul4.9. Incdrcatura microbiand a probelor de coagul proteic

Metoda | Zjle/a°C | MAM | Coliformi | E.coli | Stafilococi | Drojdii
de coagulazo + | si mucegaiuri
congelare
Log,, ufc/g
0 5,8 2,76 2,37 + 2,86
B 1 6,02 2,78 2,1 + 2,86
martor 7 6,12 2,42 2,24 + 2,90
15 6,14 2,10 2,22 + 2,94
1 4,57 2,3 0,8 + 16
Congelare la
- 20°C 7 3,2 2,41 0,59 + 18
15 3,4 2,38 0,63 + 0,9
Congelare 1 2,6 1,93 0,7 - 1,32
n
solutie de 7 2,32 1,96 0,78 - 1,43
NaCl 15 | 242 | 201 0,8 - 1,02
1 2,3 1,5 0,6 4 0,92
Congelare la
70°C 7 2,42 1,55 0,62 + 0,96
15 2,32 14 0,56 + 0,92
1 5,6 2,63 2,26 + 2,24
Congelare
n 7 4,58 2,48 2,35 + 1,83
N, lichid
15 4,34 2,31 2,11 + 1,73

Efectul proceselor de congelare asupra supravietuirii celulelor de bacterii si asupra
altor tipuri de microorganisme prezente in alimente este complex. Raspunsul
microorganismelor la temperaturi sub zero grade Celsius, pare sd fie determinat, in mare
masura, de concentratia solutului ca urmare a congelarii intracelulare, desi sunt doar cateva
cazuri clare care sa demonstreze aceasta concluzie (Jay, 2005).

Concluzii partiale

Din punctul strict de vedere al conservarii coagulului proteic din lapte de caprd ,
procedeele de congelare nu trebuiesc privite ca un mijloc de distrugere a microorganismelor,
cu atat mai pufin a microorganismelor cu potential patogen.

Microorganismele care isi pierd viabilitatea in aceste conditii difera de la tulpina la
tulpina si depind de procedeul de congelare aplicat, de natura si compozitia alimentului , in
cazul nostru — coagul din lapte de capra, de perioada de depozitare in stare congelatd precum
si de temperatura de congelare.



Procesul de congelare la -70°C a contribuit in cea mai mare masurd la diminuarea
numdrului de microorganisme aerobe mezofile, precum §i a numarului de drojdii si
mucegaiuri.

Congelarea in saramurd a avut efect inhibitor asupra stafilococilor coagulaza pozitivi.

Diferentele procentuale de microorganisme viabile se datoreaza nu numai procedeelor de
congelare aplicate ci si datoritd diferentei de umiditate din probe si a compusilor cu azot ce
constituie mediu nutritiv pentru microorganisme.

5. Influenta procedeelor frigorifice de congelare asupra microstructurii
coagulului proteic din lapte de capra

Cu ajutorul microscopiei cu scanare de electroni se pot observa posibilele interactiuni
dintre constituentii branzei, in special, dintre proteine si grasime (Gavaric, 1989).
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Fig. 5.2. Imaginea ESEM a probei de coagul proteic martor. PA —particule albe; GG —globule de grasime; MP
—matrice proteicd; CA —cavitafi cu aer; PZ —pungi cu zer.

Tn Fig. 5.2 se poate observa cd proba martor a prezentat o suprafata relativ neteda, o
matrice proteicd continua si compactd, globule de grasime de forma sferica, care apar ca
entitati bine delimitate de membrane lipoproteice si fixate Tn matricea proteicd. Membrana
lipoproteica nu permite grasimii din interior sd migreze catre exterior. Din acest motiv
coagulul proteic proaspat nu are aspect uleios (Zdzislaw, si altii, 2003).



De asemenea, sunt prezente mici §i rare cavitdti cu aer, ca urmare a autopresarii
coagulului, precum si mici spatii umplute cu zer — solutie apoasa ce contine lactoza, vitamine,
saruri minerale si proteine serice. Pe suprafata probei se observa mici particule albe. Aceste
particule, la analiza compozitiei chimice elementare cu ajutorul echipamentului EDAX,
component al microscopului ESEM, s-a constat ca sunt formate, in principal, din carbon,
oxigen, fosfor si calciu, fiind prezente in cantitafi foarte mici si sodiul si clorul.

Fig. 5.3. Comporzitia chimicd a particulelor albe stabilitd cu EDAX

Compozitie chimica particule albe

Label A: 1 particule albe

MNa Cl
. ol it - —y

7o 1.30 1.90 250 3.10 3.70 4.30 4.90 5.50 6_10 6. 70

Pe baza compozifiei elementare, putem considera cd aceste particule albe sunt
particule de fosfo-para-cazeinat de calciu insolubile, aparute ca urmare a hidrolizei
enzimatice a fractiunii k-cazeind din micela de cazeind, iar fractiunile a- si P-cazeina
destabilizate se regrupeaza intr-o retea fixand ionii de calciu si precipitdnd sub forma de gel
(Banu & V., 1998).

Tn probele congelate la -20°C (Fig. 5.4), globulele de grisime nu mai sunt clar
delimitate, zonele cu zer se maresc, formandu-se si mici ,,rduri” de zer. Din imaginea
microstructurald a probei respective se poate observa o slibire a matricei proteice si aparitia
unor fisuri foarte fine, vizibile la o scala de 100um. De asemenea, particulele de
fosfocazeinat de calciu sunt rare, comparativ cu proba martor. Potrivit acestor observatii,
putem considera ca procesul lent de congelare a apei libere cu formare de cristale de gheata
mari §i neregulate a condus la penetrarea membranei ce protejeaza globulele de grasime.
Astfel, o parte din globulele de grdsime prezente in proba martor, aici sunt deteriorate,
continutul globulelor de grasime pierzandu-se in zer sub forma de grasime libera. Imaginile
ESEM confirma analizele fizico-chimice efectuate, justificand astfel continutul mai mic de
grasime/substanta uscata din proba congelata la -20°C, decét in proba martor.

Tn imaginile ESEM ale probei congelate la -70°C (Fig. 5.5) nu se observa spatii cu
zer, lucru explicabil prin incastrarea apei in ochiurile retelei proteice, apa devenind astfel
parte integrantd a matricei proteice (Kuo, 2001). Totodatda, volumul matricei proteice a
crescut, matricea proteicd a devenit continua si astfel au fost eliminate spatiile ocupate de aer
si zer (Paulson, 1998).
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Fig. 5.4. Imaginea ESEM a microstructurii probeor de coagul proteic congelate la -20°C.
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Tn cazul probelor congelate in azot lichid (Fig. 5.6), imaginile microstructurale sunt
asemanitoare cu cele de la proba congelatd la -70°C, caracterizate prin absenta spatiilor cu
zer §i a globulelor de grasime, dar printr-o structurd poroasd mai accentuatd. Cel mai
probabil, acesti pori au rezultat datorita cristalelor foarte fine de gheatd, formate la viteze
foarte mari de congelare, care au actionat exact ca niste ace asupra matricei proteice a
coagulului proteic. Nu se observa aglomerdri sau globule individuale de grasime.
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Fig. 5.5. Imaginea ESEM pentru proba de coagul proteic congelatd la -70 C.
F —fisuri; CA — cavitati cu aer



Este posibil ca grasimea sa se afle sub forma de ,,bazine”de grasime si sub forma de
grasime “libera” in cadrul golurilor din interiorul matricei de cazeina (Lopez, 2007), avand in
vedere ca procentul de grasime (45,3 g/s.u.) din proba congelatd in azot lichid este
aproximativ identic cu continutul de grasime din proba martor (45,7 g/s.u.). Aceste modificari
ale grasimii nu au putut fi cuantificate cu ajutorul microscopului ESEM.

Analiza microscopicd a probelor congelate in saramurd (fig. 5.6.) a evidentiat un
coagul proteic cu o suprafatd brumatd, datoritd cantitatii mari de sare. Prin decongelare,
coagulul proteic congelat In saramura a pierdut cantitati mai mari de zer (umiditate 52%), in
comparatie cu proba martor (umiditate 55%). Acest proces de deshidratare a condus la
aparitia unor fisuri similare cu cele aparute in proba congelata la -20°C, dar mult mai mari.
Aparitia fisurilor se justifica prin slabirea structurii proteice.

Deshidratarea partiald a proteinelor si formarea cristalelor de gheata n interiorul
coagulului proteic in timpul congelarii pot cauza rupturi la nivelul membranelor proteice,
permitand astfel globulelor mici de grasime sd se aglomereze si sd formeze agregate de
globule de grasime (Diefes, si altii, 1993).

La o marire de 1000x se pot observa aglomerari de globule de grasime. (Lopez, 2007)
sustine cd aceste aglomerari de globule de grasime pot contribui la slabirea si ulterior la
ruperea matricei proteice.
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Fig. 5.6. Imaginea ESE pentru proba de coagul proteic congelatd in azot lichid
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Concluzii partiale

Studiile microstructurale prin intermediul sistemului ESEM a evidentiat influenta
procese de congelare si de decongelare asupra matricei proteice a coagulului din lapte de
capra, temperatura si viteza de congelare la care a fost supus coagulul proteic avand un
impact major asupra caracteristicilor microstructurale.

Procesul de congelare la -20°C si cel prin imersie in saramura au afectat in mare
masurd microstructura coagulului proteic, procedeele respective conducand la aparitia
fisurilor, spatiilor mari umplute cu zer si la slabirea structurii proteice.

Probele congelate la -70°C si in azot lichid (-196°C) au avut structuri fara spatii
umplute cu zer, dar cu aspect poros, mai evident la coagulul congelat Tn azot lichid.

Caracteristicile microstructurale, vizualizate cu ajutorul ESEM, pot fi corelate cu
comportamentele reologice si cu caracteristicile senzoriale ale probelor de coagul din lapte de
capra.



6. INFLUENTA METODELOR DE CONGELARE ASUPRA
CARACTERISTICILOR REOLOGICE ALE COAGULULUI PROTEIC
DIN LAPTE DE CAPRA

Testul de crestere progresiva a frecventei

In cazul studiului nostru, testul de crestere progresiva a frecventei a fost realizat
pentru a aprecia comportamentul vascoelastic al coagulului proteic din lapte de caprad si
pentru a constata modificarile induse de procesul de congelare si de durata de pastrare in
regim de congelare.

Modificarile proprietatilor reologice ale coagulului proteic din lapte de capra in
timpul congelarii si depozitarii la -20°C bazate pe modulul de depozitare (G’), modulul de
relaxare (G") si unghiul de deformare sau de faza (9) sunt aratate in figurile 1-5.
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Fig.6.8. Variatia modulilor G'si G" si a unghiului de fazd
in functie de frecventa unghiulard (Proba 1- Proba martor)

De remarcat este faptul ca pentru toate probele de coagul proteic si pe tot domeniul de
frecvente valorile lui G’ au fost net superioare valorilor lui G". Cu exceptia probei 4, pentru
celelalte probe analizate componenta elastici a dominat componenta vascoasa, probele de
coagul comportandu-se mai aproape de un corp solid (G™>G"). Atunci ciand G'<G”,
componenta vascoasd o domina pe cea elasticd si corpul se comporta asemanator unui lichid
vascos (Steffe, 1996). Unghiul de faza este legat de formarea legaturilor din gel in timpul
deformarii, in principal, la descresterea frecventei oscilatiilor. Evolutia lui 6 a fost crescatoare
pe aproape tot intervalul de frecvente, cu exceptia probei 4 (Fig. 6.11), unde dupa o crestere a
valorilor unghiului de fazad se constatd o scadere accentuata. Explicam acest comportament
prin deteriorarea retelei de gel a coagulului proteic congelat in saramura, cu eliberarea apei
din reteaua de gel si a grasimii; proprietatile reologice ale branzeturilor depinzand de
particulele de grasime si de matricea proteicd, grasimea fiind criticd pentru textura branzei.

Congelarea, depozitarea in regim de congelare si decongelarea coagulului proteic au
indus modificari in matricea proteica a produsului in functie de metoda de congelare utilizata.
Modificarile macro- si microstructurale au condifionat comportamentul reologic, valorile
initiale i finale ale parametrilor reologici G’ si G”, determinati In functie de frecventa
unghiulara.
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Slabirea legaturilor din reteaua proteica sau dintre componentele coagulului proteic si
formarea unor mici crapaturi si fisuri pot constitui explicatii pentru scaderea parametrilor
reologici pentru probele congelate/decongelate, in raport cu proba martor, exceptie facand
proba congelata la -20°C. Parametrii reologici G' si G"ai probelor congelate la -70°C si in
azot lichid nu difera semnificativ intre ei.
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In figura 6.8 este facuti comparatia intre valorile lui & in functie de natura probelor
supuse la diferite tensiunii oscilatorii. Pentru probele 1, 2, 3 si 5 se constata o scadere a
valorilor lui 6 in intervalul de frecvente unghiulare 0,6283-9,958 rad/s, urmata de o crestere
relativ usoara pentru probele 1, 3 si 5 si o crestere mai mare la proba 2.

80 —e— Proba 1
§ 70 :l —=— Proba 2
g Proba 3
= 60 - Proba 4
g 50 4 —*— Proba 5
)§ 40 -
S 30 -
= omus u = s = = m = = ———8 —+=&
E 20 -W —_— > %
= 1 N % N i -
%" 10 A

O T T T T T T

0 100 200 300 400 500 600

Frecventa unghiulard, rad/s
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Testul de scanare a domeniului de temperatura

Profilul curbelor G’ si G”,prezentate grafic in Fig. 6.16, Fig. 6.17, Fig. 6.18, Fig. 6.12
si Fig. 6.20 aratd o descrestere continua a acestor parametri odatd cu cresterea temperaturii,
observandu-se o viteza de descrestere mai mare in intervalul de temperatura 20-40°C, urmata
de o descrestere moderatd in intervalul 40-60°C si de o mentinere aproape constantd a
valorilor n intervalul 60-80°C, pentru probele 1, 2, 3 si 5. Acest comportament marcheaza o
tranzitie de la forma de branza cu mare elasticitate la temperaturi reduse la altd forma mult
mai vascoasa la temperaturi mai ridicate, modificarile de structura fiind atribuite, indeosebi,
fractiunii lichide a grasimii. La temperaturi cuprinse intre 60-80°C noi am constat o
schimbare a raportului dintre componentele vascoelasticitdtii, in sensul cresterii componentei
vascoase §i diminudrii componentei elastice.
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In cazul probei 4 (coagul proteic congelat in saramuri), congelarea si depozitarea in regim de
congelare a condus la modificari profunde de structura in matricea proteica de gel, care a influentat
comportamentul reologic al produsului, atunci cand acesta a fost supus la o crestere progresiva a
temperaturii. Asa dupa cum se poate vedea din figura 12, in intervalul de temperatura 20-39°C
valorile modulilor G’ si G"si ale unghiului de fazd au prezentat variatii mici, ceea ce presupune o
stabilitate structurala ridicata. De remarcat este faptul ca valorile lui G” au fost mai mari decat valorile
lui G/, proba de coagul proteic comportdndu-se ca un lichid cu componenta véscoasa a
véscoelasticitatii predominanti. In intervalul de temperaturd 39-55°C se constatid o instabilitate
structurald deosebita a probei, urmati de o stabilizare la temperaturi mai mari de 55°C. In intervalul
de temperatura (55-80°C) valorile modulilor G' si G” au scazut continuu, pe cand valorile lui § au
crescut 1n intervalul respectiv. Valorile lui & mai mari de 50 de grade confirma comportamentul mai
apropiat de un lichid vascos al probei de coagul proteic, modulul de relaxare ramanand superior
modulului de inmagazinare in acest interval de temperatura.

Prin compararea modulilor de Tnmagazinare in functie de temperaturd, noi am constatat
diferente semnificative Intre probe, conditionate de tehnica de congelare si de durata de depozitare 1n
regim de congelare a coagulului proteic din lapte de capra nematurat.

Valorile unghiului de deformare in functie de temperaturd au depins de natura probei. Pentru
probele 1, 2, 3 si 5 in intervalul de temperatura 20-45°C, valorile unghiului & s-au situat sub 45 de
grade, ceea ce confirmd predominanta netd a componentei elastice a vascoelasticitatii probelor
respective. Peste aceastd temperatura, valorile unghiului 6 au evoluat mult mai diferit. Pentru proba
Martor (proba 2) remarcdm o crestere mai accentuatd in intervalul 50-68,9°C, urmata de un mic palier
si de o usoara scadere a parametrului respectiv 1n intervalul 72-80°C.
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Referitor la proba 4, remarcam aceeasi evolutie neconcludentd a unghiului de faza ca
si evolutiile modulilor de inmagazinare si de pierdere (figura 6.16).

Modulul complex (G*)

Pentru toate probele de coagul proteic profilul curbelor modulului complex (G*)
indicd o crestere continua a acestui parametru pe tot domeniul de frecvente unghiulare.

Diferenta majora dintre proprietatile elastice ale probelor a fost magnitudinea
raspunsului la stresul indus, coagulul proteic congelat la -20°C (proba 2) prezentand cele mai
mari valori ale modulului complex, urmata de proba martor (proba 1), proba congelatd in azot
lichid (proba 5) si proba congelatd la -70°C (proba 3). Proba congelata in saramura (proba 4)
a prezentat valori ale modulului complex net inferioare celorlalte probe, dovada unei
modificari structurale profunde in timpul congelarii in saramura racita si depozitarii la -20°C,
timp de 3 luni.
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Fig. 6.24. Evolutia modulului complex
in functie de frecventa unghiulara si de tehnica de congelare



Conform profilelor curbelor prezentate in Fig. 6.25, modulul complex in functie de
temperaturd a avut o evolutie descrescatoare pentru toate probele. Valorile lui G* au fost cu
mult mai mari la probele 1 si 2, asemanatoare la probele 3 si 5 si mai mici la proba 4 in
domeniul de temperaturi cuprins intre 20-40°C, intervalul in care scaderea valorilor
modulului G* a fost drastice. Valorile finale ale modulului complex (70-80°C) au diferit in
mica masura intre probe. Sub actiunea stresului termic este posibila disruperea agregatelor de
cazeina si a matricei coagulului proteic care devine mult mai flexibil.
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Fig. 6.25. Evolutia modulului complex
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Concluzii partiale

Comportamentul reologic al coagulului proteic din lapte de capra in functie de
frecventa unghiulara a depins de tehnica de congelare adoptata. Parametrii reologici G, G",
G* si 9, folositi pentru cuantificarea modificarilor structurale la stres, ofera informatii demne
de incredere pentru aprecierea implicarii tehnicii de congelare in evolutia texturii branzei de
capra.

Pentru domeniul de frecvente unghiulare cuprins intre 0,6283-628,3 rad/s, modulii G/,
G" si G* prin evolutiile lor ascendente au indicat o crestere a rigiditatii la forfecare a probelor
de coagul proteic, componenta elastica a vascoelasticitatii fiind predominata.

Evolutia descrescdtoare a modulilor G’, G"” si G* pe intervalul de temperaturd 20-
80°C aratd tendinta de inmuiere a coagulului prin cresterea progresiva a temperaturii datorita
topirii grasimii i slabirii structurii prin disrupfia matricei proteice si agregarea cazeinei.

La temperatura de 20°C coagulul proteic din lapte de caprda este un material
vascoelastoplastic care devine vascoelastic la temperaturi apropiate de 60°C sau mai mari,
temperatura lui de topire fiind conditionata de tehnica de congelare folosita. Temperaturile de
topire ale coagulului proteic refrigerat si probei congelate la -20°C au fost mai mari de 80°C,
pe cand cele ale probelor congelate la -70°C si cu azot lichid au variat intre 57,8-59°C.
Procesul de congelare, depozitare in regim de congelare/decongelare conduce la slabirea
consistentei coagulului proteic din lapte de caprd nematurat si la scaderea temperaturii de
topire.



Testele reologice au condus la ideea cd metoda de congelare a coagulului proteic
nematurat si nepreambalat in saramura racitd nu este adecvata pentru conservarea coagulului
proteic, parametrii reologici indicand o deteriorare accentuata a structurii acestuia.

Tehnicile de congelare cu azot lichid si la temperatura de -70°C, conform testelor
reologice aplicate de noi, au determinat modificarii structurale mai profunde decat metoda de
congelare la -20°C, ceea ce impune obligativitatea efectuarii unei operatii de preracire cu
vapori de azot in cazul produselor cu continut mare de apa (coagul proteic din lapte de capra
nematurat).

Congelarea poate fi utilizata ca metoda de conservare pe termen lung a coagulului
proteic din lapte de capra, dar operatia de congelare trebuie efectuatd numai dupa stabilirea
parametrilor optimi care sa garanteze modificari structurale minime.

7. ANALIZA CARACTERISTICILOR SENZORIALE ALE
COAGULULUI PROTEIC DIN LAPTE DE CAPRA

Pe baza punctajului mediu total, probele analizate au primit calificativele prezentate in
Tabelul 7.6 si in figura 7.1.

Tabelul 7.5. Corelarea punctajului mediu cu calificativul total pentru probele analizate

Cod Proba Punctaj mediu total Calificativ total
PRS Proba 1: martor 17,518 Bun

SBT Proba 3: congelare la -70°C 16,816 Bun
QAC Proba 5: congelare Tn azot lichid 14,730 Satisfacator
MCL Proba 2: congelare la -20°C 13,094 Satisfacator
RQA Proba 4:congelare in NaCl 10,238 Nesatisfacator

In tabelul 7.7 este realizatd o comparatie dintre punctajele acordate pentru atributele
senzoriale pentru probele de coagul din lapte de capra analizate si ordonarea descrescatoare a
punctajelor medii acordate pentru fiecare atribut senzorial considerat.

Tabelul 7.6. Ordonarea descrescdtoare a punctajelor medii acordate pentru atributele senzoriale

Atribute senzoriale PRS MCL SBT RQA QAC Comparatie

ASPECT EXTERIOR 4,42 350 458 3,08 4,50 SBT>QAC >PRS>MCL >RQA

ASPECT IN SECTIUNE 4,33 3,33 458 3,08 4,33 |SBT>PRS=QAC>MCL >RQA

CONSISTENTA 442 350 450 2,75 4,00 |SBT>PRS>QAC > MCL >RQA
CULOARE 475 442 458 317 4,33 |PRS>SBT>MCL > QAC > RQA
GUST 4,00 2,33 3,67 2,00 3,08 PRS>SBT>QAC > MCL >RQA

MIROS 450 3,33 4,25 2,42 3,42 PRS>SBT>QAC > MCL > RQA




In figura 7.2. este prezentat grafic punctajul obtinut de fiecare din cele 5 probe de
coagul din lapte de capra 1n cadrul testului de preferinta.
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Fig. 7.2. Grafic comparativ privind punctajul obtinut de cele 5 probe in cadrul testului de preferintd
Caracteristici texturale

Textura branzeturilor se coreleaza cu structura fizica si cu proprietatile mecanice ale
acestora. Calitatea texturald a branzeturilor a fost stabilitd prin urmarirea citorva parametri,
cum ar fi: elasticitate, fermitate, friabilitate, deformabilitate, aderenta si coezivitate (tabelul
7.8 si figura 7.2).
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Fig. 7.3. Reprezentarea grafica a punctajelor obtinute de probe pentru caracteristicile
texturale

Modificari importante ale fermitdtii au fost inregistrate in cazul probei congelate in
saramura, aceasta fiind cel mai pugin apreciata de evaluatori din punct de vedere al tuturor
parametrilor texturali.

Proba congelatda la -70°C a obtinut si cel mai mare punctaj pentru fermitate, fapt
explicat prin continutul mai ridicat in substanta uscatd, in comparatie cu celelalte probe, de
aproximativ 53%.



Metoda de diferentiere a probelor de coagul proteic din lapte de capra folosind nasul
electronic

Rezultatele obtinute sunt prezentate in Fig. 7.4.

Graficul PCA raporteazd pe fiecare axa (Cl, C2..Cn — componente) valoarea
informatiilor furnizate de senzori. PCA este valabil daca: indicele de discriminare are o
valoare apropiati de 100. In cazul in care indicele de discriminare este negativ analiza nu este
valabila.

In cazul probelor de coagul proteic din lapte de capra, a fost obtinut un indice de discriminare
bun, de 89%, deci probele au fost clar diferentiate.
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Fig. 7.4. Diagrama PCA a probelor de coagul proteic din lapte de capra

Diagrama PCA arata ca nasul electronic a diferentiat bine probele analizate, ,,simtind”
diferentele. Proba martor (PRS) este separata de toate celelalte probe; probele SBT
(congelare la -70°C) si, respectiv, proba QAC (congelare in azot lichid) sunt separate dar mai
apropiate, iar celelalte doua probe RQA (congelare in saramurd) si MCL (congelare la -20°C)
sunt grupate , apropiate. Aceastd diferentiere a probelor pe baza nasului electronic se
coreleaza bine cu rezultatele obtinute la analiza senzoriala cu panel de evaluatori, respectand
clasificarea probelor pe baza calificativului total precum si ordinea preferintei consumatorilor
fatd de probe.

Concluzii partiale

e Probele PRS (proba 1, martor) si SBT (proba 3, congelare la -70°C) au primit
calificativul ,,bun” din punct de vedere al caracteristicilor senzoriale si au fost bine apreciate
de evaluatori.

e Caracteristicile texturale ale probele PRS/SBT au prezentat cele mai ridicate valori
medii pentru: elasticitate (3,09/4,17), fermitate (3,58/3,92), friabilitate (3,42/3,34),
deformabilitate (3,67/3,17), aderenta (3,58/2,84) si coezivitate (3,0/3,09), probele respective
avand si gustul si mirosul cele mai placute.



e Probele QAC (proba 5; congelare in azot lichid) si MCL (proba 2; congelare la -
20°C) au primit calificativul ,,satisfacator” din punct de vedere al caracteristicilor senzoriale
si au prezentat valori medii relativ ridicate pentru caracteristicile texturale.

e Proba RQA (proba 4; congelare in NaCl) a primit calificativul ,,nesatisfacator”, cu
cel mai mic punctaj, de 10,24 din maximul de 20 puncte. Caracteristicile texturale ale acestei
probe au primit punctaje extrem de mici si nu au fost apreciate de consumatori. Acest lucru se
poate corela si cu continutul mare de sare pe care il contine.

Rezultatele obtinute in urma analizei probelor cu ajutorul nasului electronic

subliniaza diferentierea semnificativa intre probele congelate fatd de proba martor,
evidentiaza asemanarile dintre probele congelate in azot lichid si proba congelata la -70°C si
diferentele pronuntate dintre probele congelate la — 20°C si in saramuri in raport cu celelalte

probe.

8. CORELATII SPEARMAN SI ANALIZA CLUSTER INTRE
CARACTERISTICILE FIZICO-CHIMICE, REOLOGICE SI
SENZORIALE ALE COAGULULUI PROTEIC DIN LAPTE DE CAPRA

Coeficientul de corelatie Spearman

Corelatia coeficientilor si valorile probabile pentru corelatia Spearman dintre
atributele senzoriale , fizico-chimice si reologice sunt prezentate in Anexe.

Rezultatele, regasite si in Anexa | evidentiazd o stransd corelatie intre atributele
fizico-chimice si atributele senzoriale. O corelatie pozitiva puternic semnificativa, perfecta
(p=0,01), s-a inregistrat intre ,,gust”, ,,miros” si continutul de grasime , iar intre ,,culoare” si
continutul de azot solubil s-a realizat o corelatie negativa puternic semnificativa (opozitie de
100%) . De asemenea , o corelatie semnificativa negativa (p = 0,05) s-a evidentiat intre
continutul de azot solubil (NS) si ,,gust”, ,,miros”, iar intre ,,elasticitate” si NS s-a inregistrat
o corelatie semnificativa pozitivd. Continutul de sare prezintd o corelatie puternic
semnificativa cu ,,fermitatea” si ,,coezivitatea”. O corelatie semnificativa apare si intre pH si
,,culoare.

Anexa Il cuprinde rezultatele obtinute in urma corelatiilor realizate intre atributele
fizico-chimice si atributele reologice. Atributul fizico—chimic cu influenta cea mai mare
asupra atributelor reologice a fost continutul de proteind. Modulul elastic de forfecare (de
inmagazinare) (G"), modulul vascos sau modulul de pierdere (G") si modulul complex (G*)
prezintd o corelatie negativd semnificativd cu continutul de proteind (p=0,05) lucru
confirmat §i prin analiza reologica a probelor care au evidentiat faptul ca deteriorarea
matricei proteice conduce la o pierdere a caracteristicilor vasco-elastice ale acestora.
Unghiul de deformare se coreleaza semnificativ (p=0,05) cu indicele de proteoliza
secundard, preponderenta proprietatilor vascoase si elastice fiind influentate de continutul de
peptide cu masa moleculara mica ce se formeaza ca urmare a degradarii lanturilor proteice.

Analiza cluster

In figura 8.1. este prezentati dendrograma care reprezintad analiza clusterelor pe
grupuri utilizdnd metoda celui mai apropiat vecin. Pentru aceastd analizd s-au luat in
considerare principalii indici fizico-chimici si reologici.



Indicii fizico-chimici alesi au fost : continutul in substantd uscatd , indice de
proteoliza primara, indicele de proteoliza secundara, continutul de grasime si continutul de
sare . Parametrii reologici luati in considerare au fost modulul complex G si unghiul de
deformare ,0.

Prin aceasta procedura s-a creat un singur cluster plecand de la un grup de 5 membri.

Potrivit dendogramei din figura 8.1. si potrivit cu nivelul corespunzator fiecarui grup
din cele 5 drept punct de prag, s-au format doua grupuri distincte . Primul grup se compune
din 2 subgrupuri, respectiv subgrupul 4 (congelare la -70°C) si subgrupul 5 (criocongelare) si
respectiv grupul 1 (proba martor). Al doilea grup este format pe baza caracteristicilor probei
3 (congelare in saramurd). De aici se poate deduce ca prin analiza celor 7 indicatori fizico-
chimici si reologici, probele s-au evidentiat in mod clar, probele 4 si 5 fiind asemanatoare
intre ele si mai apropiate de proba martor, in timp ce proba 3 se distinge separat formand un
singur grup. Aceste rezultate sunt in corelatie cu rezultatele analizelor fizico-chimice,
senzoriale, texturale si reologice care au subliniat calitatea diferitd a probei congelate in
saramura fata de celelalte probe.
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Fig. 8.1. Dendrograma clusterilor pe baza compararii principalilor indicatori fizico-chimici si reologici ale
celor 5 grupuri de probe ( 1-p.martor;2- congelare la -20°C; 3 —congelare sol.NaCl;4- congelare -70;5 —
criocongelare )



CONCLUZII FINALE

Rezultatele obtinute in urma experimentarilor efectuate au condus la urmatoarele concluzii :

>

Temperatura si viteza de congelare a coagulului proteic joaca un rol important
in compozitia fizico-chimicd, microbiologica, texturald, reologica si
senzoriala.

Rata scaderii temperaturii sub -1,1°C in timpul congelarii este critica pentru
modificarile texturale trecerea rapida aceastd zond actiondnd ca o barierd
impotriva deteriordrilor ~ provocate de cristalele de gheata si astfel
favorizédndu-se mentinerea caracteristicilor texturale initiale ale coagulului
proteic.

Comparénd caracteristicile fizico-chimie ale celor 4 probe in raport cu proba
martor imediat dupa decongelare, putem afirma ca, exceptand proba congelata
in saramurd, celelalte procese de congelare au influentat Tn micd méasura acesti
parametri continutul de substantd uscatd, statistic inregistrdndu-se diferente
semnificative intre porba congelata 1n solutie salina si celelalte probe.
Congelarea prin convectie naturala a aerului la -20°C si depozitarea pe o
perioada de 3 luni a coagulului proteic din lapte de caprad a produs modificari
semnificative asupra umiditatii si a continutului de lipide, dupd decongelare si
mentinere la 4 -6°C timp de 15 zile.

Procedeele de congelare la -70°C au determinat modificari structurale ale
coagulului proteic detectate reometric  insd, per ansamblu , Tnsuméand
rezultatele obtinute in urma determinarilor fizico-chimice, microstructurale si
senzoriale, probele prezintd un comportament bun acest procedeu putand fi
aplicat pentru congelarea coagulului proteic din lapte de capra. Se recomanda
totusi efectuarea unei operatii de prerdcire prin pulverizare cu azot lichid
datorita continutului mare de apa a coagulului proteic.

Procedeul de congelare criogenica poate fi utilizat in scopul conservarii, ca
alternativa la congelarea conventionala, dar numai in regim industrial pentru
cantitati mari de produs datoritd costurilor ridicate pe care le necesitd un astfel
de echipament. De asemenea, pentru o mentinere mai bund a caracteristicilor
fizico-chimice ale coagulului proteic din lapte de capra se sugereaza
ambalarea produselor Tnainte de utilizarea acestui procedeu.

Procedeele de congelare aplicate nu trebuiesc privite ca un mijloc de distrugere a
microorganismelor cu atat mai putin a microorganismelor cu potential patogen.
Microorganismele care-si pierd viabilitatea in aceste conditii difera de la tulpina la
tulpind si depind de procedeul de congelare aplicat, de natura i compozitia
alimentului, de perioada de depozitare in stare congelatd precum si de temperatura de
congelare.

Tehnica microscopicd ESEM este o tehnica puternica si usor de utilizat pentru studiul
microstructurii  probelor de coagul proteic. Analiza imaginii furnizeaza informatii
calitative asupra matricei proteice si a globulelor de grasime aceste informatii
corelandu-se semnificativ cu majoritatea proprietatilor texturale analizate prin
celelalte metode utilizate.

Caracteristicile microstructurale, vizualizate cu ajutorul ESEM, pot fi corelate
cu comportamentele reologice si cu caracteristicile senzoriale ale probelor de
coagul din lapte de capra.

Testele reologice au condus la ideea ca metoda de congelare a coagulului proteic
nematurat §i neambalat, In saramurd racitd nu este adecvata pentru conservarea
coagulului proteic, parametrii reologici indicand o deteriorare accentuata a structurii
acestuia.



Rezultatele senzoriale obtinute , precum si analiza de cluster vin sd confirme
diferentele semnificative ce apar in probele congelate in saramura fatd de celelalte
probe.

Congelarea prin contact direct cu solutie salind, in aceleasi conditii de lucru a fost
utilizatd cu succes pe sortimente de Mozzarella (Ribero & A., 2007). Acest lucru
confirma faptul cad o astfel de metodd de conservare mixtd se poate aplica, dar
parametrii de lucru trebuiesc modificati in functie de caracteristicile fizico-chimice
ale probei analizate.

Congelarea poate fi utilizatd ca metoda de conservare pe termen lung a
coagulului proteic din lapte de capra, dar operatia de congelare trebuie
efectuatda numai dupa stabilirea parametrilor optimi care sa garanteze
modificari structurale minime.

Rezultatele obtinute in urma determinarilor senzoriale efectuate aplicand analiza
hedonicd cat si cea analitici completeazd concluziile obtinute in urma determinarilor
precedente efectuate .

Abordarea statisticd privind corelarea atributelor fizico-chimice, reologice si
senzoriale vine ca un corolar al tuturor determinarilor efectuate ce nu face decat sa
contureze si sa pund 1n valoare rezultatele obtinute.

Contributii proprii si recomandari

Tematica tezei de doctorat prin problematica abordata reprezintd o contributie la literatura de
specialitate, de altfel, destul de saraca pe aceasta tema.

In acelasi contex, putem sublinia faptul ca determindrile experimentale au scos in evidenta o
serie de date importante din punct de vedere teoretic si practic. Mentiondm in acest sens urmatoarele

contributii:

>

Conservarea coagulului proteic din lapte de capra utilizaind diferite procedee de
conservare prin congelare reprezintd o noutate in Romania.

Congelarea in solutie eutecticd de NaCl s-a folosit pana acum doar pe Mozzarella, iar
aplicarea acestei metode pe coagul proteic din lapte de capra reprezinta 0 noutate Th
domeniu, aceastad zond lasand loc unor cercetdri viitoare in vederea optimizarii
procesului pentru obtinerea unor probe corespunzatoare.

Proprietatile reologice fundamentale ale coagulului proteic din lapte de capra in
asociere cu textura senzoriala, si proprietatile fizico-chimice nu au mai fost studiate n
Romania, acestea oferind informatii esentiale asupra bazei moleculare a texturii.

De asemenea, analiza microstructurii coagulului din lapte de caprd congelat utilizand
tehnici de microscopie ESEM au oferit informatii ce vin sd completeze informatiile
privind baza moleculara a texturii determinata reometric.

Utilizarea analizei multivariate , respectiv Analiza Cluster abordand “Nearest
Neighbour Method” privind asemanarea probelor pe baza caracteristicilor fizico-
chimice, reologice si senzoriale , reprezintd o noutate in studiul actual al domeniului

Congelarea poate fi utilizata ca metoda de conservare pe termen lung a coagulului proteic din
lapte de caprd, dar cu anumite recomandari :

- Pentru asigurarea calitatii branzei in timpul congelarii si depozitarii in regim de
congelare trebuie sd se tind seama de o serie de factori: conditiile de congelare si
depozitare si compozitia coagulului proteic ;

- Utilizarea congelarii prin convectie naturald a aerului la -20°C , doar pentru un coagul
bine scurs, cu umiditate relativa mai scazuta;

- In cazul utilizarii congeldrii prin contact direct cu agenti intermediari , respectiv solutie
de NaCl, se recomanda modificarea concentratiei si a timpului de imersare a probelor
astfel incat acestea sa suporte modificari cat mai mici;



- Congelarea la -70°C se poate utiliza industrial pentru conservarea coagulului proteic, cu
recomandarea efectuarii unei preraciri inaintea congelarii propriu-zise;

- Congelarea prin pulverizare de N lichid se poate aplica cu succes pentru conservarea
coagulului proteic din lapte cu recomandarea ca probele sa nu fie mentinute perioade mai
lungi de timp in tunelul de congelare, pentru a evita spargerea acestora datoritd socului
termic suferit. De asemenea se recomanda ambalarea in prealabil a probelor in ambalaje
speciale care sa reziste la temperatura de vaporizare a azotului lichid.
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