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7. INTRODUCE.RE

1.1 Justificarea gtiinlificd a temei alese

in prezent, tendinla pe piala alimentard globald este de a se consuma alimente cu o

mare valoare nutritivd gi proprietdti structurale 9i funclionale imbundtdtite. Pe o

astfel de piat5, in care cerintele consumatorilor privind calitatea produselor

alimentare sunt din ce in ce mai mari, industria alimentard are nevoie de

alimente/ingrediente noi, economice 9i de bund calitate.

Produsele lactate fermentate constituie o bazd excelenti pentru obtinerea unor

astfel de produse care si corespundi cerinlelor consumatorilor. Utilizarea taptelui

de caprd reprezinti o oportunitate in diversificarea pielei produselor lactate,

deoarece ne permite dezvoltarea unor produse lactate fermentate cu valoare

addugatd gi cu caracteristici speciale, in comparalie cu laptele de vaci (Haenlein,

2004, Slacanac et al., 2010). Laptele provenit de la rumegdtoarele de talie micd,

cum ar fi caprinele, este de interes economic special in tdrile in curs de dezvoltare,

productia acestui tip de lapte putind fi consideratd o strategie utild in abordarea

problemelor de nutrilie (Haenlein, 2OO4). in plus, sectorul caprin prezintd un impact

real in dezvoltarea durabild, degi pini in prezent rolul sdu a fost subestimat

(Dubeuf, Morand-Fehr, & Rubino, 2004). Degi caprinele se cresc in toate ldrile

(FAO.2001), mulli autori au observat ci sectorul caprin nu a fost bine sustinut

public sau academic, in comparalie cu alte sectoare de productie animali, in

special in comparatie cu sectorul bovin. Mai mult chiar, utilizarea laptelui provenit de

la runregdtoarele mici (cum este cazul laptelui de caprd), poate reprezenta singura

directie in procesul de fabricatie a produselor noi, precum cea a iaurturilor

(Slacanac si al . 2010).

in industria produselor lactate. valoarea produselor depinde in mare masura de

proprret-trle lor ftztce precum capacitatea de retinere a aper .,ascozitatea,

capacitatea Ce ge iiere etc . Crept urmare o atenlie deosebitd este indreptatd cdtre

imbunita!rrea acestor oropnetatr intrucai se pare :a accentuarea atributelor
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pozitive ale constituentilor indigeni laptelui, incorporarea culturilor precursoare

imbundtdlirii sanatatii gi oblinerea de texturi superioare vor contribui in mod decisiv

la mdrirea consumului de produse lactate fermentate in viitorul apropiat. Din pdcate.

este dificil5 oblinerea de iaurturi din lapte de caprd cu consistentd comparabili cu

cea a iaurturilor produse din lapte de vaci.

Producdtorii de produse lactate folosesc diferite metode pentru a imbunitdli

proprietdtile fizice ale iaurturilor din lapte de capr5, precum: utilizarea

polizaharidelor drept agenti de ingrogare, 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 (9i peptide).

intrucdt enzmele sunt considerate a fi un mijloc eficient in procesul biotehnologic, a

ciror actiune poate fl controlatd in matricea alimentari, noua directie privind

modificarea gi/sau imbunititirea funclionalitalii, texturii, aspectului gi aromei

produselor lactate este datd de acegti compugi cu acliune catalitici.

in ziua de astdzi, numai transglutaminazele sunt folosite in industria alimentard

pentru modificarea structurii produselor. intre acestea, transglutaminaza microbiani

(MTGaza) extrasd din microorganismul Streptoverticillium mobaraense se bucurd

de un mare succes, indeosebi in obtinerea produselor lactate fermentate, datoritd

capacitdlii sale de a forma legdturi de reticulare intra- 9i intermoleculare, legdturi ce

duc la formarea de retele puternice intre moleculele proteice, rezultind geluri cu

vdscozitate gi capacitate de relinere a apei mdrite, respectiv produse lactate cu

proprietd!i fizice imbunitSlite.

1.2 Scopul gi obiectiuele gtiinlifice

Efectele acestei enzime in laptele de vacd utilizat la producerea gelurilor

acide/iaurturilor constituie un subiect amplu dezbdtut de multi cercetitori (Jaros 9r

al., 2006a: Buchert si al. 2010), insd pulind atentie este acordatd laptelui de capra

in pofida calitatilor sale superioare. Conform literaturii de specialitate pAnd la ora

actuald se cunosc doar trei studii privind utilizarea transglutaminazei rnic.obrene in

oblinerea de iaurturi din laptele de capr-r cu o prezentare sumari a =fectelor
acestet enzime asupra gelului acid: Farnsrvorlh sr colab'oratorri r2OC5i au aratat ca



utilizarea MTGazei in obtinerea de iaurturi din lapte de capri poate da rezultate

pozitive 9i cd specificitatea acestei enzime variazd ?n functie de tipul de proteine din

laptele de caprd (Domagala 9i al., 2007; Rodriguez-Nogales, 2006).

Scopul gi originalitatea temei de cercetare

Studii aprofundate trebuie efectuate asupra frac{iunilor proteice de origine caprind

folosite drept substraturi, in prezenta divergilor agenti de acidifiere, cu scopul de a

se obline mai multe informa{ii cu privire la impactul pe care il are MTGaza asupra

produselor lactate acide, din perspectiva relaliei structuri-funclie in vederea

oblinerii de geluri acide cu proprietiti functionale gi structurale imbunitilite, care

pot sta labaza dezvoltdrii unor produse alimentare noi.

Astfel, influenla transglutaminazei microbiene (MTGaza), enzimd capabild sd

realizeze reticularea proteinelor, asupra proprietdtilor reologice 9i texturale ale

gelurilor acide oblinute din lapte de vacd, lapte de caprd gi lapte de caprd imbogatit

cu lapte praf degresat sau zer praf la 14% sau 18% subsiantd uscatd, a constituit

subiectul prezentei teze de doctorat. Acidificarea a fost obtinutd cu glucono-6-

lactond sau prin fermentare cu o culturd starter producitoare de exopolizaharide.

Timpul de incubare cu enzimd a variat in intervalul 0.5 - 7 h gi inactivarea acesteia a

fost realizatd prin tratament termic sau adaos de N-etilmaleimidd. Proprietitile

reologice ale gelurilor acide au fost investigate cu ajutorul tehnicilor reologice de

micd gi mare amplitudine. Pe 16ngd proprietitile reologice. s-a mai determinat

sinereza gelurilor. SDS-PAGE a fost utilizatd pentru a eviden!ia modifrcdrile

structurale ale proteinelor reticulate de cdtre MTGazd care au condus la oblinerea

de geluri acide cu proprietali funclionale diferite de cele ale gelurilor netratate

enzimatic.

Obiectivele specifice

Obiectivele studiului de cercetare au constat in,

. investigarea influentei reticuldrii proteinelor cu MTGazi asupra procesului de

gelifiere gi a texturii gelurilor acide oblinute din lapte de capri rntegral gi

compararea acestor geluri cu cele obtinute din laptele de vaca rntegral (date

prezentate in capitolul 3). Nici unul dintre studiile menlionate mai sus nu oferd



informatii cu privire la impactul pe care il are MTGaza asupra cineticii procesului

de gelifiere a proteinelor de origine caprind"

investigarea efectului MTGazei asupra gelurilor acide obtinute din lapte de

caprd care a fost imbogdtit cu lapte praf degresat de origine bovind (date

prezentate in capitolul 4). Din cunogtintele noastre, pdnd in prezent nu a fost

raportat nici un studiu care si ,,profite" de avantajele combinirii tratamentului

enzimatic cu metoda de cregtere a continutului in substantd uscatd.

investigarea efectului tratamentului enzimatic asupra gelurilor acide obtinute

din lapte de caprd imbogdtit cu zer praf de orgine bovind. Conform literaturii de

specialitate, pind in prezent nu a fost raportat nici un studiu care sd combine

avantajele oferite de aditia zerului praf 9i a transglutaminazei microbiene (date

prezentate in capitolul 5).

investigarea proprietd{ilor fizice ale iaurturilor obtinute din lapte de capri,

,,profit0nd" de proprietltile MTGazei gi culturii producitoare de exopolizaharide.

Conform literaturii de specialitate, pind in prezent nu a fost raportat nici un

studiu care si investigheze efectul tratamentului cu MTGazd asupra

proprietdtilor fizice ale iaurturilor din lapte de caprd oblinute cu culturi

producdtoare de exopolizaharide (date prezentate in capitolul 6).

Studiul de cercetare este structurat pe 8 capitole. ln capitolul 2 sunt prezentate

aspectele teoretice ale studiului de cercetare, in timp ce capitolele 3-6 prezinti

studiul de cercetare in sine. Relevanla practicd a studiilor gi directiile de vittor sunt

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

Cuvinte cheie: transglutaminaza microbian5, lapte de caprd. geluri acide. reoiogte.
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3. EFECTUL?RAIVSG'UTAMINAZEI MICROBIENE ASUPRA
COMPORTAMENTULUI DE GDLIFIDXN AL I,APTELW DE
CAPRA

3.7 Rezultate gi disculii

3.7.7 Cinetica gelifterii
Pentru evaluarea impactului enzimei asupra procesului de gelifiere, pH-ul a fost

monitorizat pana la atingerea valorii de 4.2, corespunzitoare celui mai scizut punct

izoelectric, si anume al cazeinelor laptelui de caprd.

6.0

f s.s

20 30 40

Timp (min)

Figura 3-1. Modificdrile de pH ale laptelui de vacd K'l ;i laptelui de cqrd rGt rrotot
(simboluri pline) sau nu enzimatic (simboluri goalel ctt 3 LI MTGad. g prcteina- Gelifierea
afost realizatd prin acidifiere cu 19% GDL la 30'C.

Cu toate ci profilul pH/timp nu a fost afectat pe duarata acidifierii de c6tre erzimd

(Figura 3-'1), utilizdnd reologia de mici amplitudine, s-a pututevidenga ci incubarea

laptelui cu enzimd accelereazi gelifierea (Tabel 3-1). Startul gelifierii a anrt loc mai

repede 9i la o valoare a pH-ului mai mare in laptele de vaci in comparale cu

laptele de caprd, pentru probele care au fost supuse tratamenfului erzimatic-

lpoteza emisi a constat in aceea cd reticularea poate modifica acest mecanism de

dezintegrare micelard, care ulterior cauzeazd gelifierea si aibe loc infe particulele

parfial reticulate la o valoare mai mare a pH-ului (Schorsch gi a!..20O0: Jaros 9i al.,

2010).



Tobelul3-1. Proprietdyilefizice ale gelurilor acide oblinute din lapte de voca Si cle copra
trotat sau ru enzimatic cu transglulantinazii microbiand (MTGaza) .

Parametru Lapte de vaci Lapte de capri

Startul gelifierii -MTGazi + MTGaza -MTGazi + MTGazd

Timp (min) 12 + 0.7 7+O.7 '18 r 2.8 13 t 2.8

pH (-) 5.3 t 0.03 5.5 t 0.05 5.0 + 0.08 52t0.01

G'maxim (Pa) 155 ! 4.2 175 + 19.8 2016.8 44 L 11.3

Timp (min) 42 ! 3.0 45 r 1.0 60 t 0.5 60 t 0.0

pH (-) 4.6 1 0.08 4.5 + 0.03 4 1 10.01 41LA.O1

3.1.2

3.7.2.7

C aracterizdrecr. g elurilo r d.cide

Determinarea fermitdlii g elurilor d.cide foto sind
reotogia oscilatorie de tnicd. amplitudine

Dupd cum se poate observa din figura 3-2, adaosul enzimei in laptele de vacd 9i

laptele de caprd a deteminat cregterea fermit;5lii gelului.

1.000 2.000 3.000 4.000

Timp (s)

Figura 3) Etolusia ntoclululrti de elasticitate, G'(Pa), tnprobele de lopte de vacd;i lctpte

Llc tt!!tt'1-; f 1'LtILtlL' .\eu nu ertzimalic cu 3 U MTGazii/g proleind.

Laptele de 'racd a inregistrat un maximum a lui G' in apropierea punctului

izoelectrrc iplr al cazeinelor. Sciderea ulterioard a pH-ului a rezultat intr-o scedere

a fermrtitil gelurilor probabil datoriti cregterii incdrcSturii electrice nete (Horne,

2003) in ceea ce pnveste Iaptele de capr5. G' maxim's-a inregistrat tot in jurul pl



il
de 4.2 al cazeinelor de origine caprind (Morgan gi al., 2003). Chiar gi dupa

tratamentul enzimatic, gelurile acide de origine caprini au fost de trei ori mai moi in

comparalie cu gelurile ob{inute din lapte de vacd netratat cu MTGazS.

3.7.2.2 D eterrnindred fennitdlii g eluritor acide fo lo sind
reologia de mare amptitudine

in figura 3-3 sunt reprezentate curbele gelurilor acide obtinute in urma mdsuritorilor

reologice de largi amplitudine efectuate cu penetrometrul RSA lll.

? o.t
(g
H

'i o'2

0.1

0.5

0,40.4

3 o.s
(!e
': o'2

0.1

c
---- C + MTG

- 
C+MTG
C+MTG

---- C + MTG

- 
G+IITG

- 
G+MTG

_ G+MTG

- 
G + l,1TG

.G

G

G

0.0/ , ' I , r r ' o.oL0123450 1234
Distanta de penetrare (mm)Distan(a de penetrare (mm)

Figura 3-3. Curbele la penetrare a gelurilor ocicle oblinule clin lapte de vocit Si lapte de

caprd. lralat sau rut enzintatic cu 3 U MTGazd/g proleind.

Gelurile acide au fost obtinute prin acidifierea la 30"C gi 4% GDL a laptelui de vacd

9i de caprd. Tratamentul enzimatic a fost realizat prin incubarea a 3 U MTGazdlg

proteind timp de t h. lnactivarea enzimaticd s-a realizat prin tratament termic

(85"C/10 min). Gelurile acide obtinute in acelagi mod, exceptand adaosul MTGazei.

au constituit probele martor. in urma tratamentului enzimatic, fermitatea gelurilor

acide a crescut de 1.13 9i, respectiv 2.5 ori, pentru gelurile oblinute din lapte de

vacd 9i de caprd.

3.1.2.3
acide

Deterrninarea capacitdlii de retinere a apei a gelurilor

Gelurile au fost oblinute pnn acidifiere la 3OoC cu 49,; GDL. care imita acidiflerea

lentd produsd de cultura starter. dar spre deosebrre cje aceasta. procesul este
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h

I
f,

reproductibil, permitand, la nivel de laborator, studiul aprofundat al efectului

MTGazei, fdri variatii cauzate de microorganisme. lmpactul MTGazei asupra

capacitdtii gelurilor acide de a retine apa a fost investigati folosind metoda de

centrifugare ( Figura 3-4).

Este evident ci gelurile acide oblinute din laptele de caprd (probele de referinti,

fdrd adaos de enzimi) prezintd o sinerezd mai micd (de trei ori) comparativ cu

gelurile de origine bovind gi cd tratamentul enzimatic a redus, in continuare,

aceasti valoare de doud ori.

@Fc
rFrt{ G

01
Timp de incubare (h)

Figura 3-1. Valorile sinerezei ctb1inute prin ntetoda centri/ugdrii 6'C/20 min, l000rg1
pentru gelurile acide tratate sau nu enzinralic cu 3 U MTGazd/g proleind. Inaclit;area
crt:intcttica s-o realizat prin tralantent lermic (85"C/10 ntin).

3.1.2.4 Susceptibilitatea proteinelor din tapte la reticuldred
indusd. de MTGazd.

in figura 3-5 este prezentatd electroforezograma ce evidenliazd separarea

diferitelor fracliuni proteice pe baza masei moleculare. Analiza electroforeticd a

aritat ca proteinele laptelui de vacd sunt mai susceptibile la reactia de reticulare

iniliati de MTGazd. Cantitatea estimati de proteind totald reticulatd pentru fiecare

tip de laote a fost de aproximativ 31% in laptele de vacd, spre deosebire de numai

9 6oi ?n lactele de capr5.
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Figura 3-5. Electroforezogramele pentru laptele de vacd Si de caprd tratal sau nu enzimatic

cu 3 U MTGazd/ gproteind. Timpul de incubare afost de lh, inactivarea enzimei s-a real-tzat

prin tratament termic la 85'C/10 min. Drepl martof s-a folosir P-cazeina.. Numerelqse
referd la densitatea relativit a benzilor respective.

Banda 1 (L1), lapte de vace cu adaos de MTGazd; Banda 2 (L2). lapte de vace;

Banda 3 (13): lapte de capre cu adaos de MTGazd; Banda 4 (L\.lapte de caprd.

3.2 Concluzii

AvAnd in vedere potenlialul pe care il are MTGaza in industria produselor lactate

fermentate, ?n studiul de fala s-a investigat impactul reticuldrii cu MTGazd asupra

gelurilor acide obtinute din lapte de capri, in comparalie cu gelurile acide oblinute

din lapte de vaci, folosind sisteme model.

Studiul prezent a aretat ce reticularea laptelui , de vace 9i de capr5 cu

transglutaminazd microbiand modifice cinetica de gelifiere 9i textura gelurilor acide.

Astfel, tratamentul enzimatic a accelerat gelifierea, care a avut loc mai repede in

laptele de vacd dec6t in laptele de caprd, 9i a mirit fermitatea 9i capacitatea de

retinere a apei de citre geluri.

S-au obgnut geluri cu fermitate diferitd, in funclie de tipul de lapte (tratat enzimatic

sau nu) 9i de originea acestuia (vacd sau caprd). in pofida unui con$nut proteic mic,

gelurile ob[inute din lapte de capri tratat enzimatic au awt fermitate crescuta 9i

sinerezi redus5. ca urnare a infoducerii legSfurilor e(yGln)Lys de cdtre

transglutaminata microbianS- Pe de atti parte. introducerea acestui tip de legdturi



covalente in laptele de vacd a fost mai intensd 9i se pare ci a impre::a:'l--2'.2
unei retele proteice corespunzitoare, degi a avut un efect poztti'r'rye:-:=-=:

sinerezei.

Conform datelor oblinute, se poate afirma cd adaosul MTGazei constituie o urea:i

eficienti in imbunitdtirea caracteristicilor texturale ale gelurilor acide obtinute orn

Iapte de vacd gi lapte de caprd. ins5, compardnd gelurile acide oblinute din lapte de

vaci cu cele oblinute din laptele de caprd, valori general mai mici au fost oblinute in

cazul ultimelor, cAnd continutul redus ?n proteind a afectat caracteristicile gelului

format. Acest aspect trebuie avut in vedere de tehnologii din industria alimentard,

daci se doregte oblinerea unui produs lactat acid din lapte de caprd cu un gel

comparabil cu cel obtinut din laptele de vacd.

4. TRATVSGT.UTAMTNAZA MICROBTANA y 1WAUNATATTREA
PROPRIETATILOR FIZICE ALE GELTIRILOR ACIDE
DBTTNUTE DrN LAPTE DE CAPRA i\WSOCATIT CU LAPTE
PRAF DEGRESAT

4.7 Rezultate Si disculii

4.7.1 Ab o rdar e a exp erime ntald.

Figura 4-1 prezintd curbele de penetrare ale gelurilor acide oblinute din lapte de

caprd 9i de vaci supuse diferitelor tratamente. Este evident cd gelurile din lapte de

capri pur au fermitate mult mai micd dec6t gelurile obtinute din lapte de vaci gi cd

fiecare tratament in parte este capabil si creasci fermitatea gelurilor de origine

caprini. Drept urmare, abordarea experimentald a studiului de cercetare prezent a

constat in combinarea celor doud tratamente pentru a crea geluri cu fermttate

suficient de mare.
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Figura 4-1. Curbele de penetrare ale gelurilor acide din (a) lapte de caprd (n - 1), din lapte

de caprd tratat enzimatic cu 1.8 U MTG-azd/g proteind timp de I h (inactivare prin incdlzire;
n : 4), (c) din lapte de caprd imbogdtrit cu lapte praf degresat de origine bovind la 18%

substanld uscatd Si (d) din lapte de vacd (n - 2). Acidifierea s-a realizat cu 4o% GDL la 30'C.

4.7.2 M o nito rizar e a g elifi e rii
Activitatea enzimatica poate fi stopati fie prin ?ncdlzire, fie prin aditia reactivului

NEM, cind se evitd interferenta reacliilor secundare produse de cildurS, precum

denaturarea proteinelor. Dupi cum se poate observa in figura 4-2, adaosul de

MTGazi in laptele de caprd imbogitit la 18% cu lapte praf degresat nu a influentat

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

6.5
- g€mp18%

- 
g+smP187"-1h-TT

- 
g+smP18"/"-3h-TT

- 
g6mp1 87o,5h,TT

- 
g€mp18"/" th NEM

- 
E6mp18"/"_3h_NEM

' g+smp1B"/.-sh-NEM

a 20 40 60 80 100

Timp (min)

Figura 4-2. llodificdrile de pH ale loptelui de caprd imbogalit la I8'/o cu lopte praf degresat

$i tratot sou nu en:imalic cu I I L' )ffGa:a g proleind. Inactivarea ercimsticd s-a reali:at fie
printratantent tennic BS"C,l0 mint..fie prin adaos de 0.1 % UEt{ Gelifiereoa.fost ieali:ata
cu 40'6 GDL Io 30"C.

6.0

3 5'5

Io 
5.0
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4.7.3

4.7.3.7

Caracterizarea. g elurilor acide

I mp actul inte nsitd{ii tr atamentului enzirnatic asup rd
fermitdlii gelurilor

in figura 4-3 sunt prezentate evoluliile modulului de elasticitate, G' (Pa), in probele

de lapte de capri Tmbogitite la 18o/o cu lapte praf degresat, tratate sau nu enzimatic

cu 1.8 U MTGazi/g proteini pe parcursul procesului de gelifiere prin acidifiere cu

4% GDL la 30oC urmdritd cu ajutorul reometruluiARES RFS 11.

Dupd cum se poate observa, adaosul enzimei in laptele de caprd imbogatit la 18oh

cu lapte praf degresat a determinat cregterea vdscozititii gelurilor cu cregterea

timpului de incubare la 5 h, urmati de o scddere a modulului de elasticitate la

prelungirea tratamentului de reticulare, indiferent de modul de inactivare enzimaticd.

1234567
Timp de incubare (h)

Figura 4-3. lhlorile ntedii (n : 2t ale modulului de elasticitate. G' tPat. oblinute la pH 1.6
(pdtratel Si 1 2 (cercurit ole gelurilor ocide- Inoctirarca erimalicd s-a reali:at fie prin
trotament termic (85"C I0 min. simboluri rcSiit. fie pin adoos de A.l % XEI{ kimboluri
negre)-

Geluri av0nd 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 gi batat termic pentru

inactivarea enzimei. in compara$e cu proba de referinla (fira fatament enzimatic,

50 Pa), aceasta inseamnd o cregtere a fermitali gelului de aproximativ bei ori.

Cdnd tratamentul enzimatic a fost omis prin stoparea activitatii enzimatice cu

reactivul NEM, fermitatea corespunzitoare gelului a fost de 126 Pa. Metoda ANOVA

bifactorial5 a confirmat cd aplicarea tratamentul termic a cauzat o cregtere
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semnificativa (P < 0.05) in G'. De asemenea, timpul de incubare influenleazalitria

gelului (P < 0.05).

4.1.3.2 Determinarea fertnitalii g elurilor acide fotosind
reologia de mare atnplitudine

in figura 4-4 sunt reprezentate curbele medii (n=3) ale gelurilor acide oblinute prin

acidifierea Ia 30oC gi 4% GDL a laptelui praf degresat, tratate sau nu enzimatic cu

1.8 U MTGazdlg proteind obtinute in misurdtorile reologice de largd amplitudine cu

ajutorul penetrometrului RSA lll Rheometric Scientific lnc. lnactivarea enzimaticd

s-a realizat fie prin tratament termic (85"C/'10 min), fie prin adaos de 0.1% NEM.

Dupi cum se poate observa, adaosul enzimei a condus la o cregtere a fermitdtii

gelurilor cu cregterea timpului de incubare, inregistrdndu-se un maxim dupi 5 h de

incubare.

0.5

0.4

0.5

3 o.s
(g
H
3 0.2

? o.t
(!
P

3 0.2

0.1

0.0

0.1

0.0
123

Distan\n penetr ar e (mm\

123
Distantt penetrare (mm\

Figtrra J--l Cttrhele rtredii (n: 31 ale gelurilor acide obsiiute in urma mdsurdtorilor e./ec'ltrrtte cu

i)L-t:Lit.()1tL'!ni RSA IJI. Fiecare curbd reprezinla medio a 3 cttrbe-

panta acestor curbe a fost calculati folosind o ajustare liniari cu ajutorul software-

lui RSI Orchestrator (versiunea 6.5.6) gi a fost utilizatd ca fiind un indicator al

ferrnitdtii gelurilor (Figura 4-5).

A9a cum este ilustrat in figura 4-5. fermitatea gelurilor acide a crescui ir caz.il

probelor tratate enzimatrc concomitent cu cregterea timpului de incubar-e a l.lTGazet

pdnd la irngerea unui maxim la 5 h dupd care a incepui si s:a:i r.ce st

cOmportament a fcst er,,dent aiSt in crobele tratale ie''' C cal -c a :eio't'atate CU

G+SMP18% NEM
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Dupd cum se poate observa in flgura 4-6, sinereza a scdzut cu cregterea timpului

de incubare, valori mai scizute oblinindu-se pentru probele tratate termic. Gelurile

oblinute din laptele tratat enzimatic au avut valori scdzute ale sinerezei gi valori mari

ale tdriei gifermitaliiin comparatie cu gelurile de control (netratate enzimatic).

4.1.3.4 Eaaluarea gradului de reticulare prin SDS Polfacril gel
electroforezd

Analiza densitalii pixelilor corespunzdtoare electroforezogramelor (Figura 4-7) a

evidenliat, in intervalul de timp urmirit (timp de incubare cuprins intre 0-7 h), cd

fracliunea proteicd r-cazeina a fost cea mai susceptibild la reticularea cu MTGazS,

fiind urmatd de B- gi o5-cazeind, rezultAnd cu formarea de compugi cu masd

moleculard mare (oligomeri gi dimeri), evidenti in partea superioard a

electroforezogramelor (Figura a-7). in laptele netratat termic (G+SMP'18%-NEM),

proteinele laptelui de caprd au fost mai putin susceptibile la reaclia de reticulare

indusi de MTGazi.

Oligomeri

trimeri

qs-cazeina
p-aaz€ina
K-cazeina

Figura 1-7. Efeclul tin4tului de incubare asupra scdderii conliruilului in cazeinii ttt<trtottrerti

5i o electro.fore:ograntii corespunzdtoare. in care nunrcrele se referii la tirttpul de irtc'ubare

ctt -\[TGu:ir.

4.2 Concluzii

in prezentul studiu. a fost investigati influenla transglutaminazet mrcrobiene

(MTGaza) asupra proprietS!ilor reologice gi texturale ale gelurrlcr acide ob!tnute din

lapte de caprd imbogS!it 1a 18o,io substanld uscatd cu lapte praf Cegresat de origine

Ti rg# !,,"# *,6g paq..E_3
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bovini.

Gelurile acide tratate enzimatic timp de aproximativ 5 h cu transglutaminazd

microbiand au oblinut valorile cele mai mici ale sinerezei gi mai mari ale fermitdlii

gelului. CAnd inactivarea MTGazei s-a realizat cu ajutorul unui reactivului NEM, au

fost oblinute valori ugor mai mici in comparalie cu gelurile acide pentru care s-a

aplicat tratamentul termic in vederea stopdrii activitSlii enzimatice, evidentiind

contributia legiturilor de interschimb de tipul SH/SS dintre proteinele denaturate la

formarea retelei proteice.

Rezultatele noastre indicd posibilitatea oblinerii de geluri acide din lapte de caprd cu

caracteristici texturale imbundtatite. De asemenea, s-a observat ci atdt cantitatea

de substantd uscatd, cit gi intensitatea tratamentului termic impreund cu gradul de

reticulare pot fi folosite pentru adaptarea proprietStilor fizice ale gelurrlor.

Pe baza rezultatelor obtinute, se poate concluziona cd adaosul MTGazei in laptele

de caprd imbogS{it la 18% cu lapte praf degresat bovin a rezultat in oblinerea cu

succes de geluri acide avdnd caracteristici functionale ?mbundtd!ite (sinereza

redusi, fermitate crescutd a gelului). Aplicarea unui astfel de tratament enzimatic in

laptele de capri folosit drept materie primd la obtinerea de bduturi lactate acide ar

putea constitui o noud directie in procesul de fabricatie.

5. EFECTUL?RAJVSGLUTAMINAZEI MICROBIENEASUPRA
GELURILOR ACIDE OBTINUTE DIN I,APTE DE CAPRA
itwsooATrr cu zER PRAF

5.I Rezultate Si disculii

5.7.1 Abordarea experimentald.
Este greu de obtinut geluri acide obtinute din lapte de caprd avind ccns:sienla

comparabila cu cea a gelurilor acide din lapte de vacd. Figura 5-1 araii :urbele de

penetrare a gelurilor acide obtinute din lapte de caprd (G) qi de'racd iCr crecum gt

din lapte de caprd imbogdtit la 18ok s.u. cu lapte praf (G+Si\1P18::). cu zer praf

(G+WPP18%) sau lapte de caprl care a fost tratat cu MTGaze iG+MTG).
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Figura 5-1. Curbele de penetrare ob{inute cu penetrometrul RSA III.

Este evident ci gelurile din lapte de capra pure (fere nici un adaos/tratament) au o

fermitate a coagulului mult mai micd in comparatie cu fermitatea gelurilor obtinute

din laptele de vac5. Efectul tratamentului enzimatic cu MTGazd, a adaosului de

lapte praf (SMP), cdt 9i aplicarea combinatd a acestor doud metode (adaos de

MTGazd qi SMP) au fost investigate in studiile precedente (capitolele 3 9i4).

in studiul de fala s-a investigat efectul adaosului de zer praf (WPP) in laptele de

caprd. Din figura 5-1 se poate observa cd imbogitirea laptelui de caprd cu WPP nu

a avut un efect pozitiv asupra imbundtdtirii consistentei gelului. aceasta fiind

scdzutS, in pofida cregterii continutului de s.u. la 18% cum a fost recomandat de

Tamime 9i colaboratorii (2011), Lucey & Singh (1998) sau Tamime & Robinson

(1999). Pe de altd parte, aditia de MTGazi in laptele de caprd a determinat o

cregtere semnificativd asupra fermititii gelului, insi nu suficient de mare cat sd se

poatd obline o consisten!5 comparabild cu consistenla coagulului obtinut cjrrr iapte

de vacd: de aceea. urmdtoarea etapd a constat in tratarea laptelui de caprd

imbogdlrt pind la 18% s.u. cu zer praf cu transglutaminazd microbiand Pentru a

putea identifica modificdrile induse de enzimi, s-a proiectat o schema in doua

etape una in care MTGaza este inactivati printr-un tratament termic (85'C:'10 mtn).

alta in care tratamentul termic a fost omis. stoparea activitdlii enzimatice fdcAndu-se

prin adrtia unei substanle inhibrtoare numite NEM.

!rrr
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5.7.2 Efectul MTGazei asuprcl cineticii de geliJiere

Figura 5-2 aratd cinetica de gelifiere pentru gelurile acide obtinute din lapte de

caprd imbogdtit la 18% s.u. cu zer praf (G+WPP18%), cdt 9i pentru gelurile oblinute

in urma incubirii la 40"C cu MTGazd pentru intervale diferite de timp.

0 20 40 60 80 100

timp (min)

Figuru 5-2. Modificdrile de pH ale laptelui de caprdfortifiat la lB94 cu zer praf .;i tratat sau
nu enzimatic cu l.B Ll MTGazd/g proleind. Inactivarea enzimoticd s-a reolizat .fie prin
tratoilrcnt termic (85'C/10 min),fie prin adaos de 0.1% lnEM. Gelifierea aJbsl realizald cu
l% 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 caprine (Morgan 9i al.,

2003; Ould-Eleya 9i al., 1998). Aceastd valoare a fost atinsd dupd aproximativ 97

min. Este evident cd adaosul a 1.8 U MTGazd/g proteind nu a influenlat gelifierea,

indiferent de timpul de incubare sau modul de inactivare enzimaticd (tratament

termic sau NEM).

5.I.3 Efectul MTGzei crsupra proprietdlilor reologice qi ft.zice
ale gelurilor acide

5.I.3. 7 Detertninarea tdriei geturitor acide folosind reologio
oscilatorie de rnicq. amplitudine

in figura 5-3 tstingsr SUflt prezentate valorile medii ale modululi de elasticitate

extrase din curbele de e,,olulie ale parametrului G'la pH 45 itimp de actdifiere 53
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min) pentru probele de lapte de caprd imbogdtit la 18% cu zer praf, care au fost

iratate sau nu enzimatic cu 1.8 U MTGazi/g proteind Ia intervale diferite de timp (0

: 7 h). lnactivarea enzimaticd s-a realizat fie prin tratament termic (85'C/10 min), fie

prin adaos de 0.1% NEM.
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Timp (s)

Figura 5-3. Valorile medii (n : 3) ale modulului de elasticitate, G' (Pa) la pH {.6 rs. timpul
de incubare (stdnga)' curbele medii (n: j) ale evoluliei G'pand la atingerco pH-uhti 1.2
(dreapta).

Dupi cum se poate observa, in setul de experimente in care inacfivarea MTGazei

s-a realizat cu ajutorul cdldurii, adaosul enzimei a determinat cregterea vdscozitd(ii

gelurilor cu cregterea timpului de incubare, inregistr6ndu-se un mzrxim dupd 2 h de

tratament enzimatic. Prelungirea timpului de incubare enzimaticd mai muft de 2 h a

afectat negativ vdscozitatea gelurilor. Conform acestor date, gradul de reticr.rlare

joaci un rol esential asupra consistentei gelurilor acide.

in studlul prezent, pentru a diferenlia intre efectele produse de cilduri (precum

formarea de legdturi -S-S-) 9i efectele produse de MTGazd (precum fornrarea de

legdturi e(yGln)Lys), s-a efectuat un al doilea set de experimente in care inaclivarea

MTGazei s-a realizat prin adaosul reactivului NEM. Valorile modulului de dasticitate

au crescut modest in urma adaosului enzimei, oblinind valori anprirse inke 6-1 Pa

(dupa 7 h de incubare) gi 14.8 Pa (dupa t h de incubare)- Metoda Anova

lnactivarea enzimei cu ajutorul cildurii (85"C/10 min) a contibuit la deplierea
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proteinelor d[n zer care, la r6ndul lor, au participat la formarea retelei proteice piin

schimburi SH/SS.

Adiacent, evolutia modulului de elasticitate (Figura 5-3, dreapta) pentru probele in

care activitatea enzimaticd a fost stopatd prin aplicarea tratamentului termic a

evidenliat o cregtere a tiriei gelurilor acide cu scdderea pH-ului la valoarea 4.2,

care reprezintd pl al cazeinelor din laptele de caprd. in continuare. tdria gelurilor

acide obtinute la pH 4.2 este investigatd aplic6nd reologia de mare amplitudine.

5.7.3.2 D eterminare a fermitatii g elurilo r acide f o lo sind
reologia de mare amplitudine

in figura 5-4 sunt reprezentate curbele medii (n = 3) ale gelurilor acide oblinute prin

acidifierea cu 4oh GDL la 30oC, tratate sau nu enzimatic cu 1.8 U MTGazii!

proteini obtinute in mdsurdtorile reologice de largi amplitudine cu ajutorul

penetrometrului RSA lll Rheometric Scientific Inc. lnactivarea enzimaticd s-a

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

Dupi cum se poate observa, adaosul enzimei a condus la o cregtere a fermitdtii

gelurilor cu cregterea timpului de incubare, inregistrAndu-se un maxim dupi 2 h de

incubare, indiferent de modul de inactivare enzimatica. O activitate prelungitd a

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

Conform rezultatelor analizei fermitdiii gelurilor, este evident cd introducerea

legiturilor e(yGln)Lys de cdtre MTGazd, care sunt legdturi covalente puternice, au

ccntribuit la imbundtdtirea proprietdlilor texturale ale'gelurilor tratate enzimatic in

comparalie cu gelurile fdra adaos de enzimd, in care interactiunile dominante sunt

de naturd fizici (Walstra gi al.,'1999). Adiacent, tratamentul termic inilial aplicat

pentru inactivarea MTGazei a determinat o cregtere semnificativa (P < 0.05) asupra

fermrti!ri gelurilor acide, ca urmare a denaturdrii proteinelor din zer cu formarea de

legiturr disulfurice. care sunt, de asemenea, legdturi covalente puternice t200-400

kJ/mol).
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Figura 5-4. Curbele ruedii (n - 3) ale gelurilor acide oblinute in urnra nnsurdtorilor
efectuate cu penelronretrul RSA III. Fiecare curbii reprezintd media a 3 curbe.

Cind NEM a fost utilizat pentru inhibarea activitdtii enzimatice, gelurile rezultate au

fost caractetizate de valori reduse ale fermititii, intrucAt interac{iunile dominante in

aceste sisteme care nu au fost supuse unui tratament termic sunt de naturd fizicd

(electrostatice, hidrofobe, legdturi de hidrogen) fiind legdturi slabe (5-80 kJ/mol)

(Eissa & Khan, 2006).

5.r.3.3 Determindrea. sinerezei gelurilor acide

Gelurile acide obtinute din lapte de caprd imbogdtit cu zer praf au inregistrat o

scidere maximd a sinerezei (43%) dupa t h incubare cu MTGazS, atunci cAnd

inactivarea enzimei a fost oblinutd prin tratament termic (Figura 5-5).
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Cdnd tratamentul termic a fost omis gi activitatea MTGaze, a

adiugarea reactivului NEM, gelurile obtinute au fost aproape

actionind mai mult ca o substantd de umplere inertd (Lucey gi al.

5.7.3.4 Evaluarea gradului de reticulare prin SDS Policcril gel
electroforezd

SDS PAGE este folositd cu succes in evidentierea formdrii legdturilor de tip

e(yGln)Lys.

Figura 5-6. Electroforezogromele substrutnrilor ol:linute din laple de capra intbogdlit i,t
l,\'% cu zer praf (ne)tralat enziruatic cu 1.8 U MTGazd/g proteinit, inctrbot pentt'u tt-- ;'

Inoct iyarea enzimaticii s-a realizat .fi" prin lralamenl lennic (85''C I t t t)i t !)

(G+II'PPl8% TT, ,stonga),.fie prin odoos de 0.1% l{EM (G+WPPIB% x-E.\I.,i,t..'.' .;

Lctptele tle caprd (G1 afo,st.folosil drept morlor.

intrucdt inactivarea enzimatici s-a realizat prin cdlduri, un factor rdspunzSi::::

denaturarea proteinelor din zer, in alt set de experimente s-a omis cal:;'a z'

stoparea activitdtii MTGazei s-a realizat prin adagsul agentului de blocare a ?'-.2-
sulfhidrll din centrul activ al enzimei, respectiv NEM. Acest lucri, : e'- :e

investigarea efectelor induse de MTGazd la nivel molecular. respecttv z'?31'.-' 1'

e(yGln)Lys formate, fdrd implicarea altor tipuri de legdturi. Din ig-'a :-a
o

intervalul de timp urmdrit (timp de incubare cuprins intre 0 - i ^ s3::s:-'a :5

dintre cazeinele laptelui. r-cazeina a fost cea mat susceptrb la':a:: --= c-::::5 ia

reticularea MTGazei. fiind urmatd de p-cazeina sr J-cazei^a '?z-'.2':'- s:ale'3a

in intensrtate a benzrlor respective gi apaltra de r. ce^z '^ :z-..3 s-3:'cara a

electroforezogramelor. Benzile astfel formal= r=c,'zz -:a :' ::-g' '3'e'- au putut

a- 4i 
-1?I J-

lev-
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migra prin gel, avand mase moleculard mare, de - 204 ''I: -* -":-: !

Koppelman,2002). Conform analizei macroscopice (vizuale), aces:e :3-: : --' -,:,
intense in cazul substraturilor in care s-a aplicat tratamentui :s'-: -:-:*-
inactivarea enzimei (G+WPP18%_fT), subliniind importanta denaturarir .:::: -::"
din zer.

5.2 Concluzii

in studiul de fald s-a investigat influenla transglutaminazei microbiene (MTGazai

asupra proprietdtilor reologice gi texturale ale gelurilor acide obtinute din lapte de

caprd imbogd{it la 18% substantd uscati cu zer praf . Zerul praf a fost ales drept

substanld de imbogitire datoritd caracteristicilor sale de a constitui un aditiv ieftin 9i

ugor accesibil, cu importante efecte benefice asupra sdnitdlii individului.

Gelurile au fost obtinute prin acidifiere cu 4o/o glucono-O-lactond la 30oC. Timpul de

incubare cu MTGazd a fost variat de la 0.5 hlaT h, iar inactivarea enzimaticd a fost

realizald fie prin aplicarea unui tratament termic la 85oC timp de 10 minute, fie prin

adilia N-Etilmaleimidei (NEM), permilAnd omiterea reactiilor cauzale de cdldurd,

precum denaturarea proteinelor. Proprietdtile reologice ale gelurilor acide au fost

investigate folosind reologia oscilatorie de micd amplitudine 9i reologia de mare

amplitudine (prin teste de penetrare). in plus, au fost efectuate mdsurdtori ale

sinerezei pentru a investiga capacitatea de retinere a apei de cdtre structurile

proteice formate in urma tratamentului enzimatic cu 1.8 U MTGazalg proteind in

comparalie cu proba de referintd netratatd enzimatic. SDS Poliacril gel

electroforeza a fost aplicati pentru a explica rezultatele obtinute de-a lungul

masurdtorilor gi a explica efectul MTGazei in sistemele analizate.

in cazul geluritor acide oblinute din laptele de caprd imbogitit la 18% cu lapte zer

praf ;i tratat enzimatic timp de aproximaliv 2 h s-au obtinut valori mici ale sinerezei

gr mari ale fermitdtii gelului. Prelungirea timpului de incubare cu MTGazd a afectat

negativ proprietdlile reologice gi texturale ale gelurilor. SDS PAGE a eviden!iat

prezenla unor compugi cu masa moleculard mare rezultati ca produgi ai reacliei

enztmatice in special cu cregterea timpului de acliune al MTGazei. Acegti compugi

macromolecularr au apdrut ca fiind reponsabili de alterarea proprietS!rlor gelurilor
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reticulate timp prelungit, cind au inhibat dezvoltarea unei retele proteice

corespunzdtoare pe parcursul gelifierii.

in cazul sistemelor bazale pe proteine globulare cum sunt proteinele din zer,

aplicarea unui tratament termic este determinant pentru caracteristicile gelurilor

(mdrirea consistenlei coagulului, reducerea sinerezei), intruc6t analizele efectuate

pe sistemele netratate termic au evidentiat o fermitate de 3 ori mai micd 9i sinerezi

crescutd a gelurilor acide incubate 2 h cu MTGaza. Conform rezultatelor oblinute in

studiul de fala efectuat, denaturarea termicd a proteinelor din zer, cu inducerea

reacliilor de interschimb SH/SS, este necesari obtinerii unei relele proteice cu

structurd imbunitd{itd cu ajutorul MTGazei.

Pe baza rezultatelor obtinute, se poate concluziona ci adaosul MTGazei in laptele

de capri in$ogalit la 18% cu zer praf a rezultat in obtinerea cu succes de geluri

acide avAnd caracteristici funclionale imbundtdlite (sinerezd redusd, fermitate

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

Aplicarea unui astfel de tratament mixt (adaos de proteine din zer 9i de MTGazd) in

laptele de capri folosit drept materie primd la obtinerea de iaurturi este raportat

pentru prima oari in literatura de specialitate gi ar putea constitui o noud direciie ?n

procesul de fabricatie.

6. INFLUDNTA ?RANSGTUTAMINAZEI MICROBIENE
ASUPRA PROPRIETATILOR FIZICE EIE IAURTTTLTTI DE
CAPRA OBTINUT CU CULTURA PRODUCATOARE DE
EXOPOLIZAHARIDE

6.1 Rezultate gi disculii

6.1.1 Ab o r dar e a exp erimentald
lntrucAt adaosul de MTGazd in sistemele proteice, precum este lapteie. a fost

rapor-tat de multi cercetatori (Jaros gi a|..2006) ca firnd o metodi efcrentd in

cregterea fermrtatri iaurturilor gi deoarece studiile efectuate pe s;sierne model

(acidifiere cu GDL. capitolele 3 si 4i au ar5tat o irrbunatitrre ccnsiderabild a



25

gelurilor astfel tratate, in studiul de fatd s-a investigat efectul tratamentului enzimatic

(incubare pentru 2hla 40"C cu 1.8 U MTGazdlg proteini, urmatd de stoparea

activita!ii enzimatice prin tratament termic) asupra fermitatii iaurturilor ob!inute din

lapte de capr5, lapte de caprd ?mbogalit la 14 9i 18% s.u. cu lapte praf degresat.

Studiul de fala investigheazd efectul adaosului de MTGazi, dar 9i a conlinutului

diferit de s.u. asupra proprietdlilor reologice 9i fizice ale iaurturilor obtinute cu o

culturi lactici producdtoare de exopolizaharide (EPZ).

6.7.2

6.1.2.7

F e r mit at e a i qurtu rilo r

Efectul odaosului de substanld. uscatd.

S-a investigat, dupi 2 gi 9 zile de depozitare a probelor la rece, efectul imbogdtirii

laptelui de caprd cu lapte praf de origine bovind, la diferite concentralii, asupra

ferm itdtii iau rturilor.

in figura 6-1 se observd o cregtere a fermitdlii cu cregterea continutului de s.u.

Astfel, iaurturile cu 14oh gi 18% s.u. au inregistrat o fermitate de 12, respectiv 31 ori

mai mare comparativ cu iaurturile care au fost produse din laptele de capri pur

(neimbogilit cu s.u., av6nd 10% s.u.), evidentiind importanta continutului total de

s.u. qi, in particular a contlnutului in proteini.
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Figura 6-1. lnfluenla cregterii conlintttului de subslanlS .;s:::j '. = ':': -

a tratamentului enzimatic (1.8 lJ MTG,g proie nd 2 h Jt''a ' :s-:'. ':- -i'
1N,'mm) produse cu YO-M\X 410 lvlast,:a!:r:e:-'J-': ?'?::-a:?:.-:i - s

depozitare la rece.
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Metoda Anova a confirmat un impact semnificativ al continutului de s.u. asupra

fermitd{ii iaurturilor (o < 0.05). in plus, depozitarea la rece nu a afectat consistenla

iaurturilor (o > 0.05).

6.1.2.2 Efectul adaosului de MTGazd.

Dupd cum se observd in figura 6-1, adaosul de MTGazd nu a avut nici un efect

asupra fermitd{ii iaurturilor obtinute din lapte de caprd pur, acestea fiind

caraclerizate de o fermitate de 0.01 N/mm. Poate fi speculat cd laptele de capra cu

continut redus in s.u. (de exemplu, 10%), cum este cel analizat in studiul de fatd

manifestd o tendintd scdzutd in formarea unei retele proteice, intruc6t conlinutul de

cazeini nu este suficient pentru formarea unui gel. Aceasti specula!re este

confirmatd de analiza Anova, conform cdreia continutul de s.u. are un efeci

semnificativ (o < 0.05) asupra consistentei gelurilor acide.

in cazul iaurturilor ob{inute din lapte de capri cdruia i s-a addugat lapte praf pentru

mdrirea continutului in s.u., adaosul MTGazei le-a modificat comportameniui

reologic; astfel, iaurturile continind 14o/o s-u. (3.3% proteind), caracterizate prinlr-o

valoare a fermitdtii de 0.12 x 0.029 N/mm conform analizei reologice de la.g5

amplitudine, au obtinut in urma tratamentului enzimatic o valoare scaz-ti a

fermitdtii, de numai 0.06 t 0.008 N/mm. Acelagi factor de reducere a fe'- :a:

iaurturilor a fost observat, de asemenea, pentru iaurturile cu un continut de s - l3
18%. cdnd introducerea de noi legdturi de cdtre MTGaza in reteaua p'c:::: a

redus de doud ori fermitatea iniliald a iaurturilor (Figura 6-3: 0.31 t C i5 '. *- -

iaurturifaraMTGazdvs.0.16t0.03Nimm-iaurturicuMTGaz5)a:a:3-.
trebuie uitat faptul cd la formarea iaurturilor a fost utilizati o cultura pro3-::::a': ::
EPZ. Este bine 9tiut, din literaturd, ci EPZ interactioneazd cu prote:.'3 : - a::3

(Duboc & Mollet, 2001), iar prezenta unor legdturi noi de trcul i ,3 ^ *,: '-:-3

diferitele fracliuni proteice, in special cazeine poate rezulta;,' i2'-z'=z == .-'1,:
cu proprietdti reologice diferite.
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Metoda Anova a aritat 9i aici cd fermitatea iaurturilor nu este semnificativ

influenlati (o > 0.05) de timpul de depozitare (2 9i 9 zile), rdminind aproximativ

constanti pe durata depozitirii (YUksel & Erdem, 2O1O) 9i nici de tratamentul

enzimatic.

6.1.3 Susc eptibilitatea iaurturilo r la sinerezd

in figura 6-2 sunt redate valorile medii (n = 3) 9i devialia standard ale sinerezei

pentru iaurturile oblinute din diferitele substraturi (s.u., MTGazi) pe parcursul

perioadei de depozitare la rece. Este evident ci imbogdtirea laptelui de caprd cu

lapte praf degresat a redus semnificativ sinereza iaurturilor. De asemenea, iaurturile

oblinute din substraturile tratate enzimatic au inregistrat valori ale sinerezei mai

mici, de aproximativ doui ori, in compara{ie cu raurturile luate drept martor (fdrd

adaos de MTGazi). Metoda Anova a evidentiat o influen{atd semnificativd (o >

0.05) a depozitdrii probelor la rece timp de 1 siptdmAnd asupra valorilor sinerezei,

acestea fiind independente de tratamentul enzimatic. in ceea ce privegte iaurturile

oblinute cu 18oh s.u., adaosul MTGazei a determinat o cregtere a sinerezei, degi

nesemnificativi din punct de vedere statistic (o > 0.05), ce a putut fi vizualizatd

macroscopic (Figura 6-3). O cregtere semnificativd (o < 0.05) a fost inregistratd 9i in

cazul iaurturilor fdri adaos de MTGaza dupd o depozitare la rece timp de o

sdptim6ni, cdnd rearanjamente suplimentare au avut loc in interiorul retelei

proteice, ca urmare a post-acidifierii.
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Figura 6-2. Sinereza iaurlurilor cu conlrnut dtferrt de s u . cbi:r-tule cu sai; iSra

transglutaminaza microbiana IMTG). dupa 2 9i 9 ziie Ce Cep:zttare la 'ece.
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6.1.4

6.7.4.7

Figura 6-3.Imagini dupii 2 Si 9 zile de depozitare lo rece ale iaurturilor ctr coagulfernr
oblirurte din lapte de caprd (10% s.u.) imbogd|it cu lopte pra.f degre.sot panit la un

conlinut de s.u. de 11% qi lB%, care afost tralal en:irttalic (;) stru nu (-t cu l[TGazo.

Cinetica procesului de fertnentare gi Post-acidifierea

Cinetica procesului de fennentare

Efectul adaosului MTGazei (1 8 U/g proteind. 2hl40"C) asupra cineticii de

fermentare a laptelui de caprd gi a laptelui de caprd imbogitit cu lapte praf degresat

de origine bovind pentru obtinerea unui conlinut final de s.u. de 14% gi 18% a fost

urmerit cu ajutorul unui pH-metru automat pe parcursul acidifierii microbine cu 0.1%

culture starter producdtoare de EPZ (YO-MlX 410)la 43"C, p6nd Ia atingerea valorii

pH-ului de 4.56 t 0.02 (Figura 6-4).

Dupd cum se observd, tratamehtul laptelui cu enzime nu a afectat viteza de

fermentare a laptelui (Wroblewska 9i al., 2011). in schimb, aceasta a fost influen{atd

de cregterea continutului in s.u. a laptelui de capri.
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6.7.4.2 Aciditatea titrabild. gi post-acidifierea

Stabilitatea iaurturilor la depozitare, in termeni de aciditate titrabilS 9i post-acidifiere,

a fost determinati dupd 2 9i 9 zile de repaus la rece. Aciditatea a fost evaluatd in

funclie de concentralia de acid lactic produs; in plus, probele depozitate au fost

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

Dupd cum se poate observa in figura 6-5, iaurturile netratate enzimatic au avut

valori general mai mari ale aciditdlii titrabile in comparatie cu iaurturile obtinute din

probele de lapte care a fost supuse reticuldrii proteinelor prin adaosul de enzimd'

sugerind faptul cd legiturile introduse de MTG azd au avut un rol stabilizator' De

asemenea, este evidenti o cregtere a aciditSlii probelor cu cregterea conlinutului de

s.u.

O scddere a valorii pH-ului cu timpul de depozitare a fost evidentd pentru setul de

iaurturi cu 10o/o gi 18% s.u., exceptdnd iaurturile cu 14oh s.u. Acestea din urmd au

fost caracterizate de valori constante ale aciditdlii gi pH-ului pe durata depozitdrii.

Metoda Anova nu a evidenliat nici un impact semnificativ (o > 0.05) al tratamentului

enzimatic asupra acestor parametri.
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Figura 6-5. Acitliratea titrabila ktango) si ltost-ctcitl/iert'u ,iirt.r:-..r -;-'". --

tlepo:iture la rece a iaurturilor cu coctgul .fernt ctblirtttle dirr /t4",. .' -.,..'' '-.' - -

It4rtc y,rctf clegresol pana la llTo 5atr t$% s.tt. lt'(ltLtl \(;:r lr:i r'-- ' - '',: '

pt'otL'ini. ) h. J)"Cl.

^ 4.6
-L
J-o 4.4

s
()

o(!

,5

4.O

1.4

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

f T-l t,'re
U *MTG 2zile

ffi ozite

[] *MTG gzite



\

30

Aceste rezultatele sunt in concordanld cu mdsuritorile reologice gi analiza sinerezei

probelor de iaurt, care au evidentiat o structuri proteicd stabild a acestui tip de

iaurturi. Se gtie cd proprietitile texturale ale iaurturilor ce contin EPZ sunt

influenlate de o serie de factori precum incircdtura electricd a biopolimerului, pH,

tdrie ionici 9i raport proteind.polizaharid (Goh gi al., 2008). Conform rezultatelor

oblinute 9i linind cont de aceste aspecte, un continut de 14% s.u. utilizat la

produc{ia iaurturilor in condiliile specificate apare ca fiind o directie fezabili in
procesul de fabricare.

6.2 Concluzii

Contrar agteptdrilor, tratamentul enzimatic cu transglutaminazi microbiand nu a

imbunatdtit fermitatea iaurturilor oblinute cu culturd producdtoare de

exopolizaharide. Astfel, reticularea proteinelor din lapte cu enzimi timp de 2 h a

scdzut sinereza gi fermitatea gelurilor de aproximativ doud ori, comparativ cu

gelurile oblinute din probele de control (netratate enzimatic). in plus, a fost

observatd o corelalie inversd intre sistemele model gi probele de iaurt; dacd in

primul caz enzima a contribuit la dublarea fermitdtii gelurilor acide, in cel din urmi

caz a redus de doud ori aceasti caracteristicd.

Acest mecanism nu era agteptat intrucdt enzima creazd legdturi aditionale, de

reticulare, care sunt responsabile de cregterea consistentei gelurilor acide, dupd

cum a fost evidentiat pe sistemele model (e,9. acidifiere cu GDL; capitolul 4). Se

pare cit efectul reticuldrii proteinelor cu transglutaminaza microbiand este

defavorizat de producerea de exopolizaharide, cdnd formarea polirnerilor cu masi

moleculari mare poate restrictiona construirea unei relele protelce

corespunzitoare. Studii aprofundate sunt necesare in aceastd direc{ie.
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7. PROVOCART TEHNOLOGTCE $r PERSPECTM DE VTITOR

7.1 Impor-tanla practicd a studiului de cercetare efectuat

Posibilitatea de a concepe produse lactate noi, cu valoare nutritivi addugatd 9i

proprietdli funclionale imbundtatite, cu beneficii pentru sdndtate, oblinute pe cale

naturali prin intermediul produgilor naturali, cum sunt MTGaza, proteinele zerului,

culturile lactice producdtoare de exopolizaharide. constituie o abordare atractivd 9i

oferd o perspectivd at6t pentru consLmatori, cAt gi pentru producdtori, pentru

oblinerea unor alimente funclionale. in plus. dupd cum observa Slacanac ai

colaboratoni (2010), utilizarea laptelui de caprd poate reprezenta singura directie in

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

Studiul de cercetare prezent a dezbitut efectul pe care il are transglutaminaza

microbiand asupra proprietililor texturale ale gelurilor oblinute din lapte de caprd 9i

lapte de caprd imbogdlit cu lapte praf degresat sau zer praf la 14olo sau 18%

substanld uscatd. Acidificarea a fost obtinutd cu glucono-6-lactond sau prin

fermentare cu o culturd starter producdtoare de exopolizaharide. O comparatie cu

gelurile obtinute din lapte de vacd este prezentatd in figuraT-1.

Conform rezultatelor oblinute, imbogdtirea laptelui de caprd av6nd continut scizut

de substanli uscati (s.u.), respectiv de proteind (10% s.u., 2.5o/o proleind), cu lapte

praf degresat de origine bovind pind la un continut total de s.u. de 18oh (4.7Yo

proteind) conduce la ob{inerea unor iaurturi cu coagul ferm 9i consistentd

imbundtd!iti. Analiza reologicd (de mare amplitudine) a aritat cd aplicarea

tratamentului enzimatic (1.8 U MTGazd/g proteinS, timp de2hl40"C) in oblinerea

de iaurturi cu coagul ferm din lapte de caprd imbogdtit cu lapte praf degresat pdni

la un conlinut de 18% s.u., utilizAnd culturi bacteriand producdtoare de

exopolizaharide (YO-MIX 410), rezultd in geluri avAnd fermitate similard cu cea a

gelurilor acide oblinute din lapte de vacd (Figura 7-l,reprezentare cu albastru)

Totodatd. o reducere in conlinutul de s.u. de la 18% la 14% este. de asernenea.

posibild in producerea de iaurturi din lapte de caprd cu consistenta in:oun-r5!tta.

Astfel. se pot obline iaurturi din lapte de caprd care a fost imboga!t:; lacte praf

degresat pAnd la un conlinut de 14o,/o s u. sr ultertor iratat ei:zlrxa:rc avand o
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consistentd asemanetoare cu cea a gelurilor acide oblinute din lapte de caprd

imbogdtit cu lapte praf degresat pdnd la un conlinut de 18% s,u. sau cu cea a

gelurilor acide obtinute din lapte de caprd imbogalit cu zer praf pAnd la un continut

de 18% s.u.9i ulterior tratat enzimatic (Figura 7-1, reprezentare cu rogu). O

corelalie asemindtoare este obtinuti in cazul iaurturilor produse din lapte de caprd

imbogatit cu lapte praf degresat pdnd la un continut de 14% s.u. 9i a gelurilor acide

produse din lapte de caprd imbogatit cu lapte praf degresat pdnd la un conlinut de

18% s.u. 9i ulterior tratat enzimatic (Figura 7-1, reprezentare cu verde).

0.35

0.30

0.25

0.20

0.15

0.10

0.05

0.00 f: fol
ls tlE Il@tl-oll-llo-llo-ilcol
t= ttE I

l9 ll= I

l6 Il? I

L_l l"-!21

Figura --1. Fe ntriicrtea gelurilor (lV/nmr1 oblinttte din lapte de vacii (C) Si din lapte de caprii
rGi intho?i1!t ctr:er pruf (WPP) ,satt lapte praf degresat de origine bovind (SMP1 la l1 Si
l\' ,, : tr irt 1,r'g-.rrt-, .\{ut rnt de tran.sglutaminazd nticrobiand (TG; incuhare l.B U TGazaig
proteirrti Jt)'C : h. irtut'tit'ure 85'C/10 min). AcidiJierea s-o realizat cu 4%,, (w/v) GDL so.tr

(). l " r' (tt' t t )-O-\fi-\- 1 I 0.

Rezultatele cercetarii pot fi utilizate de cdtre producdtorii de produse lactate atit

pentru diversiflcarea gamer de produse, cat gi pentru cregterea competiviteiii pe

pia{a alimentari.
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7.2 Perspectiue de uiitor

in plus, pentru a veni in intdmpinarea cerin{elor consumatorilor de al 'r^e-:. :-.'- - z

pulin procesate, in figura 7-2 este prezentatd o direc{ie de studiu Ce :e-:.:=-:

pentru viitor. lncubarea enzimei simultan cu adaosul culturii starter va per-:3 :

reducere a costurilor energetice. in aceastd situa[ie, transglutaminaza micr:c:-i
va fi inactivatd de sciderea treptati a pH-ului mediului de reac{ie, ca urmare 3

acliunii bacteriilor lactice asupra lactozei din lapte.

Culture starter
11 - Zehj

Lapte de capri crud Zer Pral MTG
{1 8=3Ulgproteinii(pani la 18-o.li s.u l

leurt din lapte de capri
cu coagul ferm

Figuru --2. Oblinerea iaurtului din lapte de copra cu coagul Jbrm in prezen{it de

I rL t. rli tt I unt i tttr:ri n r ic robi and (MTG 1

Utilizarea MTGazei in industria alimentard va contribui semnificativ la rezolvarea

multor probleme legate de foamete gi de deficiente de proteine in ldrile in curs de

dezvoltare. precum 9i in rezolvarea problemelor legate de sdnitate 9i de proteclia

mediului in tarile dezvoltate (Zhu qi al., 1995).

Ricire i43'C)

Ambalare 9i f€rmentare
{43"C pana ]a pH 4.5J

D€Fozitare la rece (tl'C)

I



8. CONCLUZfi

Studiul de cercetare a avut la bazd incercdri de a imbunatdti proprietSlile fizrce 9

reologice ale gelurilor acide de origine caprind. Abordarea experimentald originali a

constat in stimularea interacliunilor dintre proteinele laptelui (de origine caprini 9i

bovind) prin intermediul transglutaminazei microbiene (MTGaza) gi a fost condusd

atAt prin acidifiere cu glucono-5-lactond, cit 9i prin acidifiere microbiand. Cercetarea

a fost sistematizatd ?n patru capitole.

Studiul a concluzionat cd transglutaminaza microbiand aclioneazd precum o

unealtd eficienti in imbundtd{irea caracteristicilor texturale ale gelurilor acide de

origine caprini 9i cd, daci se doregte obtinerea unui produs lactat acid din lapte de

caprd cu un gel comparabil cu cel obtinut din laptele de vac5, trebuie sd se tini cont

de conlinutul redus in proteine al laptelui de caprd.

A fost evidentiatd importanla conlinutului in substanti uscatd (prin adaos de lapte

praf degresat sau de zer praf de origine bovind), a intensitd[ii tratamentului termic

(cu inducerea reacliilor de interschimb SH/SS, necesare in sistemele pe bazi de

proteine globulare), precum gi a gradului de reticulare pentru imbundtitirea

proprietitilor fizice ale gelurilor acide. Conform rezultatelor acestor studii, aplicarea

unui astfel de tratament mixt (adaos de lapte praf degresat sau zer praf de origine

bovind 9i de MTGazd) in laptele de caprd folosit drept materie primi la obtinerea de

iaurturi este raportat pentru prima oard in literatura de specialitate 9i ar putea

constitui o noud directie in procesul de fabricalie.

intrucdt efectul MTGazei observat in sisteme model poate fi diferit de cel in iaurturi.

studiul de cercetare a fost extins la acidifierea microbiand. Contrar agteptdrtlor

tratamentul enzimatic cu transglutaminazi microbiand nu a imbundtatit fermiiatea

iaurturrlor obtinute cu culturd producdtoare de exopolizaharide. Totodatd datele au

subliniat rmportanta imbogSlirii laptelui de caprd sdrac in proteine gi oportunitatea

reducerir sau chiar elimindrii sinerezei acestor produse aplicdnd tratamentul

enzimatic Totusi. intruc6t analizele au eviden{iat o oarecare rncon-rca: ciiitate

enzima-exopolrzaharide se recomandi efectuarea unor cercetart ce aceleagi

substraturr insd cu o cultura bacteriand clasic'd (care sa nu producd
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exopolizaharide).

Conform rezultatelor oblinute, a fost propusd, drept directie de cercetare viitoare.

oblinerea unui iaurt din lapte de capri imbogdtit cu zet praf, cu adaosul simultan a

tra nsg luatm inazei m icro biene 9i cultu ri i laciice.

in urma studiului de cercetare efectuat, se poate concluziona cd reticularea

proteinelor din lapte de cdtre transglutaminazd microbiand, prin introducerea noilor

legituri covalente, de tipul e(yGln)Lys, modiflci la nivel molecular structura

proteinelor, implicit a proprietSlilor lor functionale (i.e.de gelifiere, de agregare,

capacitate de relinere a apei), cu oblinerea de geluri ce prezintd structuri proteice

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