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ADNONTARE
CARTASEYV Anatoli ,,Tulpini autohtone noi de Streptococcus thermophilus si utilizarea lor
pentru fabricarea produselor lactate fermentate”, teza de doctor in stiinte biologice,
Chisinau, 2018.
Teza contine 4 capitole, concluzii generale si recomandari, bibliografie cu 169 titluri, 13 anexe,
131 pagini de text de baza, 44 de figuri, 29 tabele. Rezultatele obtinute sunt publicate in 21 de
lucrari stiintifice.
Cuvinte-cheie: Streptococcus thermophilus, tulpini autohtone, culturi starter, exopolizaharide,
jaurt.
Domeniul de studiu: 167.01. Biotehnologie, bionanotehnologie.
Scopul lucririi consta izolarea, identificarea si evaluarea caracteristicilor fiziologo-biochimice
si biotehnologice ale unor tulpini noi de S. thermophilus, selectate in vederea elaborarii
culturilor starter autohtone si utilizarii lor la fabricarea produselor lactate fermentate.
Obiectivele lucririi: izolarea in cultura pura a bacteriilor lactice tipice speciei S. thermophilus
din lapte si produsele lactate de fermentare spontand din diferite zone ale R. Moldova;
identificarea fenotipica si genotipica a tulpinilor izolate si evidentierea tulpinilor cu potential
biotehnologic inalt pentru industria laptelui; stabilirea parametrilor optimi de cultivare si pastrare
a tulpinilor producatoare de exopolizaharide din specia S. thermophilus 1in conditii industriale;
elaborarea si testarea in conditii de producere a culturilor starter autohtone in baza asociatiilor
mixte de tulpini noi de bacterii lactice pentru fabricarea lactatelor fermentate.
Noutatea si originalitatea stiintifica. Au fost propuse pentru industria produselor lactate tulpini
noi de bacterii lactice termofile cu potential biotehnologic 1nalt, izolate din lapte si produsele
lactate de fermentare spontand din diferite zone ale R. Moldova. In baza tulpinilor selectate au
fost elaborate culturi starter autohtone noi pentru prepararea iaurtului ce se caracterizeaza prin
activitate Tnalta de fermentare a laptelui.
Problema stiintifica solutionatia. Au fost selectate si descrise tulpini noi de bacterii lactice din
specia S. thermophilus, ceea ce a condus la elaborarea culturilor starter autohtone cu potential
biotehnologic inalt pentru industria de procesare a laptelui, fapt ce a permis eficientizarea
procesului de fabricare a produselor lactate fermentate.
Semnificatia teoreticd consta in acumularea de date noi referitor la biodiversitatea tulpinilor
autohtone de S. thermophilus din lapte si produsele lactate de fermentare spontana din diferite
zone ale R. Moldova; argumentarea stiintifica a perspectivei utilizarii culturilor starter
autohtone de bacterii lactice termofile pentru prepararea iaurtului. Aplicarea tehnicilor de
biologie moleculara pentru identificarea tulpinilor studiate de S. thermophilus au demonstrat
relevanta tehnicilor Rep-PCR si FT-IR pentru identificarea speciilor de bacterii lactice din surse
naturale.

Valoarea aplicativia a lucrdarii consta in elaborarea culturilor starter autohtone pentru
fabricarea lactatelor fermentate In baza asociatiilor mixte de tulpini noi de bacterii lactice,
depozitate in Colectia Nationala de Microorganisme Nepatogene, precum si elaborarea
documentului tehnico-normativ ,,Instructiunea Tehnologica IT MD 67-0041795-079:2016
Culturi bacteriene concentrate liofilizate pentru produsele lactate fermentate. Conditii tehnice”.
Implementarea rezultatelor stiintifice: rezultatele cercetarilor efectuate au fost implementate

in cadrul concernului de industrializare a laptelui ,,JLC Group” la fabricarea loturilor
experimentale de iaurt si la SA ,,Succes” la fabricarea produsului de branza semitare.



AHHOTALUSA
KaprameB Aunarosmii ,HoBble MecTHble mrammbl  Streptococcus thermophilus um ux
HCNOJb30BAHME UIL  MOJYy4YeHMs  (epMEeHTHPOBAHHBIX  MOJOYHBIX  HNPOAYKTOB”,
JIccepTalys Kanauaata onosornueckux Hayk, Kummaes, 2018.
Juccepranus BKIIOYACT 4 II1aBbl, 3aKIIOYCHHUS U PEKOMEHIAIMH, OuOnuorpaduyeckuii Ciucok
u3 169 HazBanuii, 13 mpunoxxenuid, 131 cTpaHui] OCHOBHOTO TEKCTa, COAEPXHUT 44 pucyHKa, 29
tabmui. Pe3ynpTarhl nccinenoBanuii onyonuKkoBaHbsl B 21 HayyHBIX paboTax.
Kawuesbie caoBa: Streptococcus thermophilus, mectable mTamMMbl, cTapTepHBIE KYJIBTYPHI,
HK30I0JIMCaXapyIbl, HOTypT.
CnenpajabHocTh: 167.01. OnoTeXHOJOrMs, OMOHAHOTEXHOJIOTHSL.
Lesab padoThl COCTONT B M30JSILINHU, UACHTU(DHUKAIIMH U OLIEHKE (PU3H0IOTr0-OMOXUMHUYECKUX H
OMOTEXHOJOTMYECKUX XapaKTEPUCTHK HOBBIX mmtamMmoB S. thermophilus, oroGpaHHBIX s
MNOJArOTOBKM MECTHBIX CTapTEPHBIX KYyJAbTYP M WX HCIOJB30BaHHS B IPOU3BOICTBE
(bepMEeHTHPOBAHHBIX MOJIOYHBIX MPOTYKTOB.
3agaum padoThI: MOIyYECHHE YUCTHIX KYIBTYP MOJIOYHOKHUCIBIX OaKTepHid, THITMYHBIX JJIs1 BU/IA
S. thermophilus, 13 Mosioka u cioHTaHHO (PePMEHTUPOBAHHBIX MOJIOYHBIX MPOIYKTOB U3 Pa3HBIX
yacteii PecnyOnmuku MongoBa; (eHoTHNMYECKass W TeHOTHIMYECKas MIACHTH(HUKAIUS
M30JIMPOBAHHBIX IITAMMOB U BBIIEJICHHE IITAMMOB C BBICOKMM OHOTEXHOJIOTHYECKUM
MOTEHIMAJIOM; YCTAHOBJICHHE ONTHMAIBHBIX MapaMETPOB KYyJIbTHBHPOBAHUS W KOHCEPBAIUU
mrammoB S. thermophilus, npoaynupyronmx 3K30M0MMcaxapuabl B MPOMBIIUICHHBIX YCIOBHUSAX;
pa3paboTka W TECTHPOBAaHHE B YCIOBUSX IPOU3BOACTBA MECTHBIX CTapTEPHBIX KYyJIbTYp Ha
OCHOBE CMEIIAHHBIX AaCCOLMAlMi HOBBIX IITAMMOB MOJIOYHOKUCIBIX OakTepuit Auns
POM3BOJICTBA (PEPMEHTUPOBAHHBIX MOJIOYHBIX MTPOTYKTOB.
Hayunasi HOBU3HA M OPUTHHAJBHOCTD. BbUIH MpEATOKeHbI ISl UCTIONb30BaHUS B MOJIOYHOU
IPOMBIIIICHHOCTH HOBBIE IITAMMBI T€PMOQMIBHBIX MOJIOYHOKHCIBIX OaKTepuil C BBICOKUM
OMOTEXHOJOTHYECKUM TOTEHIIMANOM, BbBIJCIEHHBIE M3 MOJOKAa M MOJOYHBIX MPOAYKTOB
CHIOHTaHHOH QepmeHTanuu. Ha ocHOBe BBHIOpAaHHBIX MITAMMOB OBLIM TPUTOTOBJICHBI HOBBIC
MECTHBIE CTapTE€pHbIE KYJIbTYphl JJs MPUTOTOBIEHUS HOTYpTa, XapaKTepHU3YIOIIMECs BBICOKON
(bepMeHTaTUBHOI aKTUBHOCTBIO.
Pemiennasi HayyHass mpooJjema. OToOpaHbl M ONHUCAHbI HOBBIE IITAMMbl MOJOYHOKHCIIBIX
Oakrepuii S. thermophilus ¢ menpl0 cO37aHUST MECTHBIX CTapTEPHBIX KYJIBTYP C BBICOKUM
OMOTEXHOJOTMYECKUM TOTEHIMAIOM Ui MOJIOUHOW TPOMBIIUIEHHOCTH, YTO TO3BOJIMAJIO
MOBBICHTH dPPEKTHBHOCTH MPOIEcca MPOU3BOJICTBA (DEPMEHTUPOBAHHBIX MOJIOYHBIX MTPOIYKTOB.
Teopernueckoe 3HaYeHHe 3aKITIOYACTCS B HAKOMJIEHWU HOBBIX JIAHHBIX O OHOJOIMYECKOM
pa3HooOpa3un MecTHbIX mTamMmoB S. thermophilus w3 Mojoka W MOJIOYHBIX MPOIYKTaxX
CIOHTaHHOM (epMeHTalMK; HaydHas apryMEHTallUs BO3MOXKHOCTH MCIIOJb30BaHMS MECTHBIX
CTapTEPHBIX KYIBTYP TEPMOQPIILHBIX MOJOYHOKUCIBIX OaKTEpHid ISl TPUTOTOBIICHHSI HOTypTa.
bouta nokazana aktyanpHOCTh MeTon0B Rep-PCR u FT-IR ans unentudukamum BuaoB
MOJIOYHBIX OaKTEpUH U3 IPUPOJHBIX UCTOYHUKOB.
IIpakTHyeckoe 3HaYeHHe PadOTBI COCTOMT B pa3pabOTKe CTAPTEPHBIX KYIbTYp [UIf
IPOM3BOJICTBA (hEPMEHTHPOBAHHBIX MOJIOUHBIX MPOAYKTOB M TexHojormueckor nHCTpyKIwn 1T
MD 67-0041795-079:2016 ,,KoHueHTpUpOBaHHBIE JMOPUIN3UPOBAHHbIE OaKTepHUaIbHbIE
KYJIBTYPHI 7151 PEepMEHTHPOBAHHBIX MOJIOUHBIX MTPOAYKTOB. TeXHUYECKHE YCIIOBHS .
BHeapeHue Hay4HbIX pe3yabTaToB: llodydeHHble pe3ynbTaThl OBUIM BHEAPEHBI B paMKax
KOHIIEpHAa MOJIOUHOW TpOMBIIUIeHHOCTH ,,JLC Group” mis mpou3BOJICTBa SKCIEPUMEHTATHHBIX
cepuii orypra u Ha AO ,,SUCCES” /17151 MPOU3BOCTBA MOJTYTBEPAOTrO CHIPHOTO MPOIYKTA.



ABSTRACT
Cartasev Anatoli: ""Novel indigenous strains of Streptococcus thermophilus and their use in
the dairy products manufacturing™, PhD thesis in biological sciences, Chisinau, 2018.
The thesis consists of an introduction, 4 chapters, general conclusions and recommendations,
bibliography list with 169 references. It comprises 131 pages of the main text, 44 figures, 29
tables and 13 annexes. The results were published in 21 scientific papers.
Keywords: Streptococcus thermophilus, indigenous strains, starter culture, exopolysaccharides,
yogurt.
Field of study: 167.01. Biotechnology, Bionanotechnology.
Research Goal consists in isolation, identification and evaluation of physiological, biochemical
and biotechnological characteristics of new S. thermophilus strains selected for the purpose of
preparing indigenous starter cultures and their use in the production of fermented dairy products.
The objectives of the study: isolation of pure cultures of typical for S. thermophilus lactic acid
bacteria from milk and spontaneously fermented dairy products from various regions of the
Republic of Moldova; phenotypic and genotypic identification of isolated strains and
characterization of biotechnologically valuable strains for the dairy industry; selection of
optimal parameters for the cultivation and preservation of exopolysaccharide - producing strains
of S. thermophilus under industrial conditions; development of indigenous starter cultures based
on mixed associations of new strains of lactic acid bacteria and their application for the
production of cultured dairy food.
Scientific novelty and originality. New strains of thermophilic lactic acid bacteria with high
biotechnological potential, isolated from milk and spontaneous fermentation dairy products from
various regions of the Republic of Moldova have been proposed for the dairy industry. On the
basis of the selected strains, new native starter cultures with high milk fermentation activity were
developed for the preparation of yogurt.
The main scientific problem solved in the study. New S. thermophilus strains have been
selected and described for the purpose of developing indigenous starter cultures with high
biotechnological potential for the milk processing industry to streamline the production of
fermented dairy products.
Theoretical value consist in accumulation of new data on the biodiversity of indigenous strains
of S. thermophilus isolated from milk and spontaneous fermentation dairy products from
different regions of the Republic of Moldova; the scientific argumentation of the use of
autochthonous starter cultures based on thermophilic lactic acid bacteria for the preparation of
yoghurt. The molecular techniques Rep-PCR and FT-IR for identification and typing of new S.
thermophilus strains have emerged as reliable method for the identification of lactic acid bacteria
species from natural sources.
Applicative value consists in elaboration of the starter cultures for the fermented dairy products
preparation, described by the technical-normative document Technology Instruction MD 67-
0041795-079: 2016 "Lyophilized concentrated bacterial cultures for fermented dairy products.
Technical conditions".
Implementation of scientific results. The results of the studies have been implemented within
"JLC Group™ milk industrialization concern for the production of an experimental industrial
yoghurt batch and SA "Succes" for the production of demi soft cheese.
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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta cercetarilor. Procesele tehnologice bazate pe activitatea
microorganismelor au semnificatie deosebitd pentru biotehnologia modernd, strans legata de
evidentierea si selectarea microorganismelor noi cu proprietdti specifice, ceea ce presupune o
crestere a diversitatii produselor biotehnologice.

Varietatea largd de produse lactate fermentate se datoreaza utilizarii culturilor starter, care
contin diferite specii de bacterii lactice special selectate. Streptococii termofili si lactococii
mezofili sunt cele mai utilizate culturi bacteriene pentru fabricarea produselor lactate fermentate
la scara industriald. Capacitatea bacteriilor lactice termofile de a creste a si se multiplica la
temperaturi de 37-45 °C este o conditie importanta fiind asociatd cu procesul tehnologic de
fabricare a produselor lactate fermentate, cum ar fi iaurtul, laptele covasit si diverse branzeturi
[142].

In ultimii ani a crescut interesul cercetitorilor fata de bacteriile lactice termofile, lucru in
mare masurd legat de dezvoltarea industriei produselor lactate din lume, precum si de
valorificarea tulpinilor noi de bacterii lactice in calitate de tulpini starter. In Republica Moldova
pana in prezent aceasta tendinta se reliefeaza slab, exprimandu-se printr-un nivel insuficient de
utilizare a culturilor starter autohtone.

Pentru ameliorarea proprietdtilor reologice ale produselor lactate fermentate si extinderea
duratei lor de pastrare sunt utilizate diferite sisteme stabilizatoare, deseori modificate chimic [14,
101]. In acest sens, in ultimii ani, o mare atentie se acordi tulpinilor care sintetizeazi
exopolizaharide (EPS) cu potential de utilizare in calitate de sursa naturala de aditivi alimentari,
ceea ce amelioreazd parametrii reologici ai produselor lactate si contribuie la aderarea
microorganismelor probiotice la peretii intestinali. Interesul deosebit fatd de bacteriile lactice
producdtoare de EPS se datoreaza faptului ca acestora li s-a atribuit un statut de securitate —
GRAS (General Recognized As Safe), confirmand posibilitatea folosirii acestor
microorganisme in fabricarea produselor alimentare de calitate sigurd [128]. De aceea, este
relevanta si avantajoasd obtinerea culturilor starter pe baza tulpinilor naturale autohtone din
specia Streptococcus thermophilus producatoare de EPS, a caror utilizare in procesul de
prelucrare a laptelui va contribui la pastrarea proprietatilor naturale si benefice ale produselor
finite, cu caracteristici biotehnologice stabile.

Situatia in domeniului de cercetare. Cercetarea tulpinilor noi de bacterii lactice de
perspectiva, izolarea, identificarea si caracterizarea lor este un subiect mereu actual in

biotehnologie si In special in industria laptelui.



Laptele si produsele lactate fermentate sunt substraturi favorabile pentru dezvoltarea
microorganismelor de putrefactie care provoacd deteriorarea produselor. Tot din lapte si
produsele lactate de fermentare spontana pot fi izolate si tulpinile de Streptococcus thermophilus,
cea mai cunoscuta caracteristica a carora, legata de proprietatea de conservare, este capacitatea
de a produce acid lactic, care, la randul sau, are actiune antimicrobiand. Acidularea protejeaza
laptele de microorganismele ddunatoare si de dezvoltarea agentilor patogeni.

Bacteriile lactice din specia S. thermophilus prezinta interes atat din punct de vedere
fundamental cat si aplicativ, fiind studiatd posibilitatea utilizarii lor in diverse procese
biotehnologice. Importanta industriald a bacteriilor lactice la fabricarea diverselor produse lactate
fermentate, precum si la fermentarea legumelor si a carnii a initiat o gama larga de cercetari
privind genetica, biochimia si biofizica acestui grup de microorganisme. Un interes deosebit in
studiul bacteriilor lactice a aparut dupd descoperirea plasmidelor responsabile de proprietétile
tehnologice importante ale culturilor [94], cum ar fi metabolismul lactozei, activitatea
proteolitica, producerea bacteriocinelor, rezistenta la bacteriofagi s. a. Prin urmare, este foarte
importanta aplicarea acestor metode moderne, de rand cu metodele clasice ale microbiologiei,
la realizarea etapelor de izolare si identificare a bacteriilor pentru a determina apartenenta lor
specifica.

Tulpinile de S. thermophilus se utilizeaza atat in monocultura - la fabricarea laptelui
covasit, cat si in componenta culturilor starter mixte — la fabricarea laptelui acru, iaurtului,
smantanii fermentate prin tehnologie rapida, laptelui acidofil, branzeturilor cu pasta moale si tare
[142]. Interesul crescand fata de bacteriile lactice termofile, se datoreaza in mare masura si
dezvoltarii industriei laptelui, atat pe plan mondial, cat si in Republica Moldova, prin elaborarea
st fabricarea produselor lactate fermentate noi, fapt ce necesitd imbogatirea colectiilor de
microorganisme cu noi tulpini de bacterii lactice de interes biotehnologic. Conform datelor
statistice, volumul de fabricare a produselor lactate fermentate in R. Moldova este in crestere: 32
659 tone in anul 2015 fatd de 23 934 tone in anul 2008 [1].

Astfel, multi specialisti din industria laptelui, atat din tara noastra, cat si de peste hotare,
recunosc necesitatea si importanta crearii culturilor starter compuse din tulpini autohtone.
Succesul fabricdrii produselor lactate fermentate la scara industriala este direct legat de
tehnologia de prelucrare a laptelui, de selectarea, pdstrarea si manipularea corectd a culturilor
starter, toate acestea contribuind la obtinerea unui produs finit de calitate inalta.

Scopul cercetarii expuse in prezenta lucrare consta in izolarea, identificarea si evaluarea
caracteristicilor fiziologo-biochimice si biotehnologice ale unor tulpini noi de S. thermophilus,
selectate in vederea elaborarii culturilor starter autohtone si utilizarii lor la fabricarea produselor

lactate fermentate.
10



Obiectivele cercetarilor:

1. lzolarea in culturd pura a bacteriilor lactice tipice speciei S. thermophilus din lapte si
produsele lactate de fermentare spontand din diferite zone ale R. Moldova;

2. ldentificarea fenotipica si genotipica a tulpinilor izolate si evidentierea tulpinilor cu
potential biotehnologic Tnalt pentru industria laptelui;

3. Stabilirea parametrilor optimi de cultivare si pastrare a tulpinilor producatoare de
exopolizaharide din specia S. thermophilus in conditii industriale;

4. Elaborarea si testarea in conditii de producere a culturilor starter autohtone in baza
asociatiilor mixte de tulpini noi de bacterii lactice pentru fabricarea lactatelor fermentate.

Noutatea si originalitatea stiintifica. Au fost propuse pentru industria produselor lactate
tulpini noi de bacterii lactice termofile cu potential biotehnologic inalt, izolate din lapte si
produsele lactate de fermentare spontani din diferite zone ale R. Moldova. In baza tulpinilor
selectate au fost elaborate culturi starter autohtone noi pentru prepararea iaurtului ce se
caracterizeaza prin activitate finaltd de fermentare a laptelui. Proprietatile tehnologice
performante ale tulpinilor starter noi de Streptococcus thermophilus autohtone sunt confirmate
prin Brevetul de inventie de scurta duratda MD-865 din 2015.01.31. si cererea de brevet de
inventie de scurtd durata (S. 2017 0090 din 07.08.2017). A fost propus un mediu de protectie
nou pentru liofilizarea culturilor de S. thermophilus.

Problema stiintificad importanti solutionata in lucrare. Au fost selectate si descrise
tulpini noi de bacterii lactice din specia S. thermophilus, ceea ce a condus la elaborarea culturilor
starter autohtone cu potential biotehnologic inalt pentru industria de procesare a laptelui, fapt ce
a permis eficientizarea procesului de fabricare a produselor lactate fermentate.

Semnificatia teoreticd constd in acumularea de date noi referitor la biodiversitatea
tulpinilor autohtone de S. thermophilus din lapte si produsele lactate de fermentare spontana din
diferite zone ale R. Moldova; argumentarea stiintifica a perspectivei utilizarii culturilor starter
autohtone de bacterii lactice termofile pentru prepararea iaurtului.

Aplicarea tehnicilor de biologie moleculara pentru identificarea tulpinilor studiate de S.
thermophilus au demonstrat relevanta tehnicilor Rep-PCR si FT-IR pentru identificarea speciilor
de bacterii lactice din surse naturale.

Valoarea aplicativid a lucrarii constd in elaborarea culturilor starter autohtone pentru
fabricarea lactatelor fermentate In baza asociatiilor mixte de tulpini noi de bacterii lactice,
depozitate in Colectia Nationalda de Microorganisme Nepatogene, precum si elaborarea
documentului tehnico-normativ ,,Instructiunea Tehnologica IT MD 67-0041795-079:2016

Culturi bacteriene concentrate liofilizate pentru produsele lactate fermentate. Conditii tehnice”.
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Tehnologia propusa a fost implementata in conditii de producere in serii la SA ,,JLC”
(lot experimental de iaurt) sila SA ,,Succes” (lot experimental de produs de branza).

Aprobarea rezultatelor. Materialele expuse in teza au fost prezentate si discutate in
cadrul urmatoarelor manifestari stiintifice: Mexxnynapoanas Kondepennuss Mosoasix YueHbIX
buorexnonoros, Monexkysipapix buotexnonoros u Bupyconoros, HoBocubupck, Poccus, 2017,
2016); The IlI-d International Conference of Modern Technologies in the Food Industry
(Chisinau, Republica Moldova, 2016); The 3rd International Conference on Microbial
Biotechnology (Chisinau, Republica Moldova, 2016); Sibiu Alma Mater University Conference
,,Challenges for Science and Research in the Crisis Era” (Sibiu, Romania, 2013); Simpozionul
Stiintific International ,,Agricultura Modernd — Realizari si Perspective” consacrat aniversdrii de
80 de ani de la infiintarea Universitatii Agrare de Stat din Moldova (Chisinau, Moldova, 2013);
International Conference ,,Modern Technologies in the Food Industry” (Chisindu, Moldova,
2012); Conferinta Tehnico-Stiintificd a Colaboratorilor, Doctoranzilor si Studentilor (Chisinau,
Moldova, 2012); International Conference of Young Researchers, 9ed. (Chisindu, Moldova,
2011), precum si la Sloanele Internationale de Inventicd: EUROINVENT (Iasi, Romania, 2018,
2017), IV UGAL INVENT (Galati, Romania, 2017) si INFOINVENT (Chisindu, Republica
Moldova, 2015). Rezultatele tezei au fost discutate si aprobate in cadrul seditei extinse a
laboratorului Ficobiotehnologie al IMB cu participarea cercetatorilor Colectiei Nationale de
Microorganisme Nepatogene si ai laboratorlui Biotehnologii Alimentare al Institutului
Stiintifico-practic de Horticultura si Tehnologii Alimentare din 10 noiembrie 2017 si in cadrul
Seminarului Stiintific de profil 167.01 Biotehnologie, bionanotehnologie din 19 ianuarie 2018.

Publicatii la tema tezei. Rezultatele cercetarilor la tema tezei de doctor sunt reflectate in
21 de lucrari stiintifice, dintre care 9 articole (1- revista internationala cotata ISI si SCOPUS, 3-
reviste recunoscute in straindtate, 1- revistd din Registrul National al revistelor de profil,
categoria B, 4- culegeri; 3- in monoautorat), 10 rezumate ale comunicarilor stiintifice; 1 brevet
de inventie de scurta durata si 1 cerere de brevet de inventie de scurta durata.

Volumul si structura tezei. Teza constd din 4 capitole; are un volum de baza de 131
pagini; contine 29 tabele, 44 figuri. 13 anexe. Lista surselor bibliografice citate include 169
titluri.

Cuvinte cheie: Streptococcus thermophilus, tulpini autohtone, culturi starter,

exopolizaharide, iaurt.
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Sumarul compartimentelor tezei

Capitolul 1 ,BACTERIILE LACTICE DIN SPECIA STREPTOCOCCUS
THERMOPHILUS SI UTILIZAREA LOR iN INDUSTRIA LAPTELUI” include analiza
realizarilor stiintifice in domeniul studiului si valorificarii practice a bacteriilor lactice, in special
a speciei Streptococcus thermophilus. Prima parte a capitolului este dedicata cercetarilor privind
istoria taxonomica si particularitatile fiziologice si biotehnologice specifice bacteriilor din
specia S. thermophilus. Sunt descrise cele mai importante proprietati cum ar fi: capacitatea de
acidulare a laptelui, generarea texturii, prin transformarea proteinelor din lapte, producerea
metabolitilor antimicrobieni si biosinteza exopolizaharidelor. Este evidentiat rolul acidului lactic
si bacteriocinelor in calitate de conservanti naturali si siguri ai alimentelor. O atentie aparte este
acordata biofilmului exopolizaharidic in calitate de stabilizator, care datorita capacitatii de legare
a apei, contribuie la consolidarea structurii coagulului, asigurand o structura mai find si o
viscozitate mai mare concomitent cu prevenirea spargerii gelului si eliminarii zerului.

A doua parte a capitolului 1 este consacratd culturilor starter, clasificarii lor, utilizarii
bacteriilor lactice de S. thermophilus pentru fabricarea produselor lactate fermentate si include
multiple informatii despre rolul tulpinilor de S. thermophilus in procesul de fabricare a
sortimentului vast de produse lactate fermentate. Capitolul se incheie cu concluzii, dupa care este
formulata problema de cercetare, directiile de rezolvare a acesteia si formulate scopul si sarcinile

prezentei teze.

Capitolul 2 ,OBIECTELE DE STUDIU SI METODELE APLICATE {iN
CERCETARE” contine descrierea materialelor si metodelor utilizate pentru realizarea
cercetarilor. In calitate de obiecte de studiu au servit: tulpinile autohtone de bacterii lactice din
specia S. thermophilus care au fost izolate din habitat natural — lapte si produsele lactate
fermentate din diferite regiuni ale Republicii Moldova; tulpina de referinta S. thermophilus A737
pentru cercetari genetice din Colectia Ceha de Microorganisme (Brno, Republica Ceha); tulpinile
de S. thermophilus 1241 si Lactobacillus casei 4791 din colectia Departamentului de
Microbiologie, Biologie moleculara si Biotehnologie al Institutului de Cercetare a Alimentelor
din cadrul Centrului National de Agricultura si Produse Alimentare din Bratislava, Slovacia;
tulpinile tip de referinta Escherichia coli (ATCC® 25922™) si Staphylococcus aureus (ATCC®
25923™) oferite de catre laboratorul specializat al Centrului National de Sdnatate Publica al
MSMPS al RM.

Pentru realizarea lucrdrii au fost utilizate metode clasice si moderne de izolare si

identificare a bacteriilor lactice din specia S. thermophilus, efectuate in laboratorul Biotehnologii
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alimentare din cadrul Directiei ,,Tehnologii Alimentare” a IP Institutul Stiintifico-Practic de
Horticultura si Tehnologii Alimentare (Republica Moldova). Cercetarile de identificare
moleculard a tulpinilor autohtone izolate: spectroscopia in infrarosu cu transformantd Fourier
(FTIR), analiza secventelor genomice repetate (Rep- PCR) au fost realizate in cadrul
Departamentului de Microbiologie, Biologie Moleculara si Biotehnologie al Institutului de
Cercetare a Alimentelor din cadrul Centrului National de Agricultura si Produse Alimentare din
Bratislava, Slovacia. Cercetarile consacrate determinarii indicilor de calitate a culturilor starter si
a iaurtului au fost efectuate conform metodelor standardizate stipulate in documentatia tehnico
normativa (SM, GOST, ISO).

Prelucrarea statistica a datelor privind rezultatele a 3-5 repetari obtinute s-a efectuat prin
calcularea mediei, deviatiei standard si intervalului de incredere pentru o medie. Interpretarea

grafica a rezultatelor a fost efectuata cu ajutorul MO Excel si SigmaPlot 11.0.

Capitolul 3 ,L,SELECTAREA TULPINILOR NOI DE STREPTOCOCCUS
THERMOPHILUS” reflecta rezultatele cercetarilor efectuate privind: izolarea culturilor pure de
bacterii lactice din specia S. thermophilus; descrierea insusirilor culturale si morfologice ale
tulpinilor izolate; descrierea insusirilor  fiziologice si biochimice ale tulpinilor de S.
thermophilus; identificarea moleculara a bacteriilor lactice izolate; descrierea proprietatilor
tehnologice ale tulpinilor autohtone de S. thermophilus; studiul sintezei exopolizaharidelor de
catre tulpinile de S. thermophilus in conditii de cultivare periodica.

Pentru izolarea culturilor pure de bacterii lactice din specia S. thermophilus au fost utilizate
probe de lapte crud si produse lactate de fermentare spontana din diferite regiuni ale Republicii
Moldova. In total au fost prelevate circa 300 probe de lapte si produse lactate de fermentare
spontand din diferite regiuni ale Republicii Moldova, din care au fost obtinute 7 izolate cu
proprietati caracteristice speciei S. thermophilus. Studiul proprietatilor culturale, morfologice si
fiziologo-biochimice ale culturilor a demonstrat c@ bacteriile selectate poseda insusiri
caracteristice tulpinilor de Streptococcus thermophilus: nu produc catalaza, rezista la
temperatura de 60 °C timp de 30 min, nu cresc pe mediu cu 4% NaCl, dar se dezvolta la
concentratia de 2% de clorura de sodiu, nu sunt rezistente la 0,1% albastru metilen si in mediul
cupH 9,2, au viteza inaltd de acidifiere a laptelui timp de 6 ore.

Statutul taxonomic si variabilitatea intraspecificd ale celor 5 tulpini de S. thermophilus
selectate au fost verificate prin aplicarea urmatoarelor tehnici: amplificarea fragmentelor ADNr
16S cu utilizarea reactiei de polimerizare in lant (PCR- Polimerase Chaine Reaction) folosind
primeri specifici; amplificarea secventelor repetitive la nivelul ADN cromozomial prin tehnica

Rep-PCR, spectroscopia in infrarosu cu transformanta Fourier (FTIR). Tulpinile de bacterii
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lactice, selectate si identificate anterior prin metode fenotipice ca apartindnd speciei S.
thermophilus, si-au confirma acest statut taxonomic si dupa efectuarea analizei secventei genei
ADNIr 16S, rezultatele sugerand ca tehnica data este relevanta pentru identificarea speciilor de
bacterii lactice din surse naturale. Aceiasi concluzie este valabild si pentru aplicarea Rep- PCR,
confirmandu-se capacitatea secventelor genomice repetate de a diferentia tulpinile de bacterii
lactice.

In rezultatul cercetarilor proprietitilor tehnologice ale bacteriilor lactice selectate s-au
evidentiat 2 tulpini producdtoare de exopolizaharide (EPS) si s-au stabilit parametrii
biotehnologici optimi pentru culturile de bacterii lactice producatoare de EPS, care si in conditii
industriale produc cantitati suficiente de EPS pentru inbunatatirea calitatii produselor lactate,

ceea ce permite excluderea substantelor stabilizatoare din procesul tehnologic.

Capitolul 4 ,,APLICAREA TULPINILOR SELECTATE DE STREPTOCOCCUS
THERMOPHILUS iN COMPOZITIA CULTURILOR STARTER?” este consacrat elaborarii
culturilor starter multiple pe baza asociatiilor tulpinilor selectate si utilizarii lor la fabricarea
loturilor experimentale de iaurt. In acest scop, au fost parcurse urmitoarele etape: optimizarea
mediului de protectie pentru liofilizarea tulpinilor de S. thermophilus; elaborarea asociatiilor
simbiotice de bacterii lactice termofile autohtone pentru fabricarea iaurtului; includerea culturilor
starter elaborate in procesul tehnologic de fabricare a iaurtului; determinarea termenului de
valabilitate a iaurtului fermentat cu aplicarea culturilor starter autohtone; studiul fezabilitatii
economice a utilizarii culturilor starter autohtone in procesul tehnologic de preparare a
produselor lactate fermentate.

Prin aplicarea metodei matematice de planificare a experientelor multifactoriale, a fost
determinatd componenta optimd a mediului protector pentru liofilizarea culturilor de bacterii
lactice din specia S. thermophilus. Raportul optim al crioprotectorilor permeabili si celor
impermeabili in componenta mediului dat contribuie la pastrarea viabilitatii si proprietatilor
biotehnologice ale culturilor. Culturile liofilizate in mediul protector optimizat revin la indicii
productivi initiali dupa 3 pasaje succesive pe mediul cu lapte degresat.

Pentru a valorifica potentialul biotehnologic al tulpinilor selectate, ele au fost incluse in
asociatii simbiotice de bacterii lactice prin asocierea speciilor S. thermophilus si Lb. bulgaricus
in culturile starter pentru fabricarea iaurtului. Cercetarile au permis selectarea a 3 culturi starter
multiple cu potential inalt de utilizare la fabricarea produselor lactate fermentate (YO1, YO2 si
YO3).

In conditiile industriale ale Concernului ,,JLC GROUP” din mun. Chisindu, a fost fabricat

un lot de iaurt, folosind culturile starter elaborate. Cercetdrile au stabilit ca utilizarea culturilor
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starter multiple contribuie la sporirea viscozitdtii si caracteristicilor tixotrope ale iaurtului cu
continut diferit de grasime. Studiul microstructurii iaurtului fabricat denota, ca EPS contribuie la
legarea apei din produs si in special pentru produsele lactate degresate.

Rezultatele cercetarilor au contribuit la elaborarea tehnologiei de fabricare a culturilor
starter pentru producerea lactatelor fermentate si a documentului tehnico-normativ Instructinea
Tehnologica IT MD 67-0041795-079:2016 (in corspundere cu Standardul Moldovenesc SM
306:2012 ,,Culturi bacteriene concentrate liofilizate pentru produse lactate fermentate. Conditii
tehnice”.

Efectul economic rezultat din implementarea in circuitul economic al acestei tehnologii,
ar putea fi exprimat prin costul de 6 ori mai mic al unui flacon de culturd starter autohtona, in

comparatie cu costul culturilor starter provenite din import.

Compartimentul ,,CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI” reflecti analiza
rezultatelor obtinute formulate succint in concluziile generale si exprima valoarea practica a

lucrarii prin recomandarile Tnaintate.

Compartimentul ,,BIBLIOGRAFIE” cuprinde cele 169 surse citate in teza.

Compartimentul ,,ANEXE” contine Certificatul de stagiu doctoral la Food Research
Institute, Slovacia; adeverintele de depozitare ale tulpinilor autohtone noi de Streptococcus
thermophilus; procesele verbale de producere a culturilor bacteriene autohtone liofilizate; copia
foii de titlu la ,Instructiunea Tehnologica IT MD 67-0041795-079:2016 pentru fabricarea
culturilor bacteriene concentrate liofilizate pentru produse lactate fermentate conform SM
308:212; extras din Proces verbal de degustare a sortimentului de iaurt cu continut de culturi
starter din tulpini autohtone de S. thermophilus; actele de implementare a culturilor starter in
cadrul concernului SA JLC-Group (Chisinau, R. Moldova) din 15.09.2015 si a tehnologiei de
fabricare a produsului de branza semitare cu grasimi vegetale eliberat de SA SUCCES (Réscani,
R. Moldova) la 27.04.2006; copiile titlului de brevet de inventie, a cererii de brevet si a

diplomelor de insotire a medaliilor, obtinute la saloanele internationale de inovatii.
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1. BACTERIILE LACTICE DIN SPECIA STREPTOCOCCUS THERMOPHILUS SI
UTILIZAREA LOR IN INDUSTRIA LAPTELUI

Studiul bacteriilor lactice, izolarea, identificarea si caracterizarea lor este un subiect mereu
actual pentru biotehnologie, si in special pentru industria produselor lactate.

Produsele lactate fermentate au aparut in alimentatia omului circa 8-10 mii de ani in urma,
insa cu toate acestea, pana la inceputul secolului XX procesul de fermentare a laptelui a avut un
caracter spontan. Descoperirea si caracterizarea bacteriilor lactice a schimbat viziunile asupra
procesului de fermentare a laptelui. Realizarile din ultimii 60 de ani in domeniul biochimiei si
fiziologiei bacteriilor lactice au permis de a selecta cele mai valoroase culturi starter pentru
utilizarea lor industriald si obtinerea produselor lactate de calitate si sigurantd garantata, ceea ce
a permis inlocuirea completd a maielelor bacteriene lichide utilizate anterior. Identificarea
bacteriilor lactice poate fi efectuatd prin studierea caracteristicilor fenotipice si genotipice,
utilizandu-se metode clasice si moderne ale sistematicii pentru stabilirea taxonilor si clasificarea
lor, la fel si prin utilizarea taxonomiei polifazice, adica definirea taxonilor pe baza informatiilor
obtinute din diverse subdomenii, reunind astfel atat date fenotipice, cat si date de nivel molecular
[43].

Identificarea bacteriilor prin metode clasice se bazeaza pe o serie de cercetari morfologice,
structurale, fiziologice si biochimice: forma si marimea celulei, morfologia coloniilor, produsii
de fermentatie, intervalul de temperatura si pH-ul optim de dezvoltare, toleranta osmotica, modul
de respiratie, sensibilitatea la o serie de inhibitori metabolici si mai ales la antibiotice.

Identificarea geneticd este avantajoasd comparativ cu cea fenotipica clasica, dar nu o poate
inlocui definitiv. Realizarile identificarii polifazice au demonstrat ca utilizarea tuturor datelor

posibile obtinute prin diferite metode constituie baza taxonomiei moderne ale bacteriilor.

1.1. Caracterizarea bacteriilor lactice din specia Streptococcus thermophilus

Una dintre cele mai importante probleme ale industriei produselor lactate constd in
selectarea de specii si tulpini bacteriene corespunzatoare cerintelor inaintate de diverse
tehnologii de prelucrare a laptelui prin fermentare [154] .

Bacteriile lactice reprezintd o grupd larga de microorganisme, care au proprietati fenotipice
similare exprimate prin urmatoarele caracteristici: bacterii Gram pozitive, imobile, nu formeaza
spori, facultativ anaerobe, principalul produs al fermentarii carbohidratilor fiind acidul lactic
[109].

Bacteriile lactice sunt utilizate in diverse tehnologii de fabricare a produselor lactate

(branza proaspdtd, smantand si lapte fermentat), rolul lor in aceste produse fiind complex si

17



divers: acidularea, care permite coagularea laptelui si reduce riscul de dezvoltare a microbiotei
nedorite; formarea compusilor aromatici, care asigura calitatea organoleptica a produselor lactate
si producerea agentilor de ingrosare, care amelioreaza proprietatile reologice ale laptelui
fermentat [155].

Intrarea formala a streptococilor in istoria microbiologiei a avut loc in anul 1879, cand
Louis Pasteur a izolat aceste microorganisme. O descriere detaliatd a genului Streptococcus a
fost propusa in anul 1884 de patologul german Rosenbach F.J. [69]. In anul 1903 Schottmiiller
H. face primele incercari pentru diferentierea reprezentantilor genului Streptococcus dupa
aspectul coloniilor pe mediul geloza-sange - in tulpini B-hemolitice si nehemolitice [67]. Pana in
anul 1933 pentru identificarea streptococilor s-a utilizat doar analiza activitatii fermentative. lar
in 1933 Lancefield R. a propus o metoda de depistare a grupei specifice de antigene, ce
interactioneaza cu tulpinile B-hemolitice [84]. In anul 1937 Sherman J. a prezentat schema
divizarii streptococilor in patru grupuri dupd reactia hemolitica, antigenele de suprafata si
caracteristicile fenotipice [133]. Unul dintre cele patru grupuri a inclus streptococii lactici -
bacterii nepatogene pentru organismul uman, utilizate in industria laptelui. Streptococii lactici s-
au manifestat ca tulpini nehemolitice, incapabile sa creasca la temperatura 10°C si capabile sa se
dezvolte la 45°C, nerezistente in mediul cu concentratia 6,5% NaCl.

Morfologia celulara a tulpinilor de bacterii lactice din specia S. thermophilus este

prezentata in Figura 1.1,

Fig. 1.1. Morfologia celulara a S. thermophilus in microscopia de scanare elecronica [112]
Statutul taxonomic al S. thermophilus a fluctuat incepand cu anii 80 al sec. XX datorita
relatiei stranse dintre aceste microorganisme cu Streptococcus salivarius si, drept urmare, a fost
clasificat ca subspecie Streptococcus salivarius subsp. thermophilus. Insa S. salivarius nu se
dezvolta in mediul de lapte in prezenta Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus si nu este
adecvat pentru fabricarea iaurtului [35]. In anul 1991 Schleifer a propus revenirea la statutul

separat al speciei Streptococcus thermophilus in baza criteriilor genetice si fenotipice [133].
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Particularitatile specifice ale bacteriilor lactice din specia S. thermophilus:

Procesul de fermentare a laptelui este bazat pe activitatea bacteriilor lactice, care joacd un
rol esential in transformarea laptelui in produse lactate fermentate. Au fost determinate unele
caracteristici specifice fiecarei tulpini selectate individual care se utilizeaza in fabricarea
produselor lactate fermentate. Cele mai importante proprietati ale bacteriilor lactice sunt
capacitatea de acidulare a laptelui si generarea aromei si texturii prin transformarea proteinelor
din lapte [79, 98]. Bacteriile lactice, de asemenea, produc metaboliti antimicrobieni Specifici
numiti bacteriocine [83]. Acidul lactic si bacteriocinele au un mare potential de utilizare in
conservarea alimentelor, fiind considerati conservanti naturali si siguri.

Metabolismul lactozei

Una dintre cele mai importante proprietati ale speciilor de bacterii lactice constd in
capacitatea de a fermenta dizaharidul prezent in lapte — lactoza cu formarea acidului lactic, in
cazul speciei S. thermophilus pe cale de fermentare homofermentativa.

Bioconversia lactozei in acid lactic, prin actiunea bacteriilor lactice, reprezinta procesul
metabolic care initiazad sirul de transformari biochimice in fabricarea produselor lactate
fermentate.

La selectarea tulpinilor pentru fermentarea produselor alimentare este important sa se tina
cont de proprietatile de formare a acidului lactic.

Pentru a fi fermentata, lactoza este transportata, ca atare, in celulele bacteriilor lactice prin
doua modalitati:

- difuzie facilitata, care se realizeazd ca urmare a prezentei In biomembrane a unor proteine
receptoare de tip permeaze, localizate la nivelul plasmalemei sau in spatiul periplasmic;

- transport activ, care este catalizat de sistemul fosfo-transferazic dependent de fosfo-
enolpiruvat.

Bacteriile lactice termofile din specia S. thermophilus utilizeaza sisteme permeazice
specializate pentru asimilarea lactozei, ce se deplaseaza intracelular cu ajutorul proteinei de
transport numita LacS si care apoi este hidrolizatd pentru a produce glucoza si galactoza, prin
actiunea enzimei [B-galactozidaza. Glucoza este metabolizatd pe calea glicoliticdi Embden-
Meyerhof-Parnas (Figura 1.2), pana la formarea acidului piruvic, apoi, fiind lipsita de enzima
piruvat decarboxilaza, reduce acidul piruvic, obtinandu-se acidul lactic sub actiunea a doua
lactatdehidrogenaze care necesita NAD/NADH in calitate de coenzima.

La insuficienta de lactoza, totusi, unele tulpini pot transforma galactoza intracelular sau
extracelular pe calea metabolica Leloir.

Incapacitatea multor tulpini de S. thermophilus de a utiliza galactozd nu se datoreaza

absentei genelor relevante pentru sinteza enzimelor caii Leloir, deoarece aceste gene sunt
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prezente si conservate in majoritatea tulpinilor. In general, fenotipul principal se datoreazi

expresiei slabe a acestor gene, in mod specific la nivelul transcriptiei ARNm si al translatiei.
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Fig. 1.2. Calea metabolica a catabolismului lactozei si a biosintezei exopolizaharidelor la
S. thermophilus [61]

In rezultatul activitatii microorganismelor dupa 3-4 ore aciditatea laptelui se micsoreazi la
1,0-1,2 g de acid lactic per 100 ml (pH 4,2-4,3) La aceasta aciditate proteinele laptelui se
coaguleaza, formand coagul ferm [86, 100].

Acumularea acidului lactic induce consecinte tehnologice deosebite, atat pentru procesarea
materiei prime, cat si pentru definirea caracteristicilor nutritive, senzoriale si Stabilitatea
microbiologicd a produsului finit, care se concretizeazd prin stimularea activitatii metabolice a

microorganismelor utile si efectul sdu de conservant biologic.
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Randamentul de producere a acidului lactic reprezinta principalul indicator al activitatii
culturilor starter. Acest indicator este dependent, in primul rand, de proprietatile biotehnologice
ale culturii starter, dar si de conditiile fizico-chimice si biologice in care aceasta trebuie sa
actioneze.

Cinetica procesului de acidulare depinde de viteza specifica de crestere a tulpinilor
bacteriene si de caracteristicile nutritionale ale substratului. Se cunosc bacterii lactice care induc
rapid fermentatia, in timp ce la altele fermentatia demareaza mai greu.

Curbele cinetice de multiplicare si de formare a acidului lactic in primele faze ale ciclului
vital la majoritatea bacteriilor lactice sunt similare. Insa, dupa un anumit timp, incep si difere,
probabil datoritd acumularii Tn mediu a acidului lactic cu efect inhibitor asupra activitatii
fiziologice a celulelor [61].
stresul provocat de modificarile din mediu pe parcursul glicolizei, de exemplu modificarea
drastica a pH-ului. In unele cazuri, celulele transforma substantele toxice in substante neutre. De
exemplu, sunt capabile sa transforme excesul de acid piruvic, care este toxic in diacetil si
acetond. In acelagi mod, in cursul fermentatiei lactice, eliminarea acidului lactic din celula este
reglatda de raportul H+/lactat, dependent de pH si de diferenta de potential electrochimic al
protonilor, concentratia carora este mai mare la exterior. Dezvoltarea bacteriilor lactice depinde,
de asemenea, de disponibilitatea nutrientilor esentiali limitativi, cum sunt unii aminoacizi [61].

Laptele si produsele lactate fermentate sunt substraturi favorabile pentru cresterea
microorganismelor de putrefactie care provoaca deteriorarea produselor. Cea mai cunoscutd
caracteristica a speciei S. thermophilus legata de proprietatea de conservare este capacitatea de a
produce acid, care, la randul sau, are actiune antimicrobiana. Acidularea protejeaza laptele de
microorganismele daunatoare si de dezvoltarea agentilor patogeni.

S. thermophilus, fiind un producator activ al acidului lactic, realizeaza rapid procesul de
fermentare, in plus temperatura de crestere optimald a acestei specii este In limitele 37-45 °C,
temperatura necesara pentru unele tehnologii de fabricare a produselor lactate. De regula, pH-ul
final al iaurtului si al altor produse lactate fermentate, fabricate cu ajutorul speciei date este de
4,0-4,5 [16], ceea ce se considerda normal. Cantitatea de acid acumulat in produs, ce corespunde
valorilor pH 4,0-4,5, trebuie sa inhibe dezvoltarea microflorei straine [136]. Este de nedorit ca
pH-ul produsului sd se micsoreze pana la valori mai mici de 4,0, deoarece acest lucru poate
afecta microorganismele benefice din produsul finit. De asemenea, acidularea prea puternica
reduce cantitatea de microorganisme viabile [75], si micsoreaza astfel beneficiul produsului

asupra sanatatii.
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Desi cea mai mare parte a tulpinilor probiotice supravietuieste chiar la hiperaciditate, la
selectarea acestor tulpini bacteriene se tine cont de rezistenta lor la valorile foarte scazute ale pH-
ului, caracteristice tractului gastro-intestinal uman [68]. Siguranta bacteriilor lactice din punct de
vedere al rezistentei la acizi este necesara si pentru obtinerea unui produs de calitate. Principalul
mecanism de adaptare a celulelor bacteriilor lactice la mediul acid este functionarea pompelor de
protoni (ATF-aza care catalizeaza hidroliza adenozintrifosfat in adenazindifosfat). Cheltuielile
energetice pentru transferul de protoni si acumulari de anioni ai acizilor organici la bacteriile
lactice sunt mai mici decat la alte bacterii, care, probabil, este unul dintre avantajele acestui grup
de bacterii in procesul de fermentare a laptelui. Rezistenta la medii acide depinde si de
decarboxilarea aminoacizilor in procesul de crestere, care duce la absorbtia biochimica a
protonilor. Cu toate acestea, contributia acestui proces in reglarea pH-ului intracelular este
neesentiala [145].

Au fost efectuate studii privind mentinerea vitalitatii speciilor de bacterii S. thermophilus
in timpul trecerii prin tractul gastro-intestinal al omului si a altor mamifere [73]. S-a constatat ca
cea mai mare parte a celulelor de S. thermophilus se elimina din intestin, ramanand doar 1,2-
2,2% din celule viabile consumate. Aceste valori sunt mai mari decat era de asteptat si indica ca
bacteriile lactice rezista la actiunea factorilor nefavorabili [97].

Activitatea proteolitica

Primele studii consacrate activitatii proteolitice a bacteriilor lactice au fost efectuate de
Orla-Jensen in anul 1900 [131].

Spre deosebire de descompunerea totala a proteinelor din lapte sub influenta microflorei
patogene, bacteriile lactice realizeaza mai delicat proteoliza specifica, imbogatind produsul cu
aminoacizi valorosi, ce duce la cresterea valorii sale biologice. Hidroliza cazeinei din lapte sub
actiunea bacteriilor lactice incepe imediat in primele ore si zile de cultivare [133].

Majoritatea bacteriilor lactice posedd un echipament proteolitic complex alcatuit din
proteinaze si peptidaze. Aceasta proprietate este extrem de beneficd, deoarece bacteriile lactice
prezintd auxotrofie fatd de principalii aminoacizi necesari dezvoltarii lor, iar concentratia mica
de aminoacizii liberi in lapte (10 mg-100 mL™) constituie doar 20% din necesititi pentru
activitatea optimd a acestora. Ca raspuns la aceasta limitare, bacteriile lactice au dezvoltat un
sistem complex de proteinaze si peptidaze, care le permite sd utilizeze cazeina ca sursa
suplimentara de azot organic [161].

Produsele de proteoliza a culturilor de S. thermophilus sunt arginina, histidina, leucina,
fenilalanina [90, 100]. Concentratiile aminoacizilor esentiali din lapte — acidul glutamic si
metionina constituie 45 mg-L™ si 1 mgL™ respectiv [81], ceea ce este mult mai inferior
necesitatilor S. thermophilus - 200 mg-L™si 60 mg-L™, respectiv [88].
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In prezent, aplicarea tulpinilor de bacterii lactice proteolitice este considerati 0 strategie
eficienta pentru producerea unor alimente functionale noi, bogate in peptide bioactive [76].

In baza datelor din sursele de specialitate se stie, ca culturile multiple de bacterii lactice au
actiune proteoliticd mai mare decat o tulpind individuala [158]. La fabricarea produselor lactate
fermentate de obicei se foloseste o combinatie de diferite specii si tulpini de bacterii lactice.

Proprietatile simbiotice ale microorganismelor sunt bazate pe asigurarea reciprocd cu
aminoacizi si vitamine. De exemplu, cultura Lactobacillus bulgaricus, formand aminoacizii:
valina, glicina, histidina, stimuleaza dezvoltarea culturii S. thermophilus. La randul sau arginina,
histidina, leucina, fenilalanina sunt aminoacizi obtinuti in urma proteolizei realizate de tulpinile
de S. thermophilus [168].

La pastrarea produselor lactate fermentate, cum ar fi bundoara smantana fermentatd sau
laurtul, activitatea proteolitica a culturilor utilizate la fabricare trebuie sa fie slaba sau nula,
pentru prevenirea mirosului si gustului amar [158], pe cand pentru fabricarea chefirului,
airanului sau a cumasului se folosesc culturi cu activitate proteolotica inalta [164].

Biosinteza exopolizaharidelor de catre bacteriile lactice

In ultimii ani o atentie deosebitd se acorda selectarii culturilor starter de bacterii lactice
producatoare de exopolizaharide (EPS), care pot fi nu numai o sursa alternativa naturald de
aditivi alimentari, ce Tmbundtatesc parametrii reologici ai produselor lactate fermentate, dar si
factori importanti ce contribuie la adeziunea microorganismelor probiotice la peretii intestinali
[38].

Exopolizaharidele joacd un rol important in fabricarea produselor lactate (iaurtul, smantana
fermentatd, branza), imbunatatind semnificativ textura si stabilitatea produsului final, ceea ce
mareste si termenul de valabilitate. Cu ajutorul culturilor producatoare de EPS se reduce sinereza
(separarea zerului) iaurtului si a smantanii fermentate [45]. EPS-le dispun de molecule hidrofile
ce leaga apa libera, ceea ce face produsul final mai putin sensibil la sinereza [74].

Majoritatea EPS-lor bacteriene sunt sintetizate intracelular si transportate in mediul
extracelular [118]. Exista cateva exceptii cunoscute, de exemplu, levanul si dextranul, a caror
sinteza si polimerizare au loc in mediul extracelular sub actiunea enzimelor corespunzatoare
[120].

Biosinteza EPS-lor bacteriene constd din urmatoarele etape: absorbtia substratului, calea

centrala a metabolitului si sinteza polizaharidelor (Figura 1.3).
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Fig. 1.3. Caile de biosinteza a EPS-lor la bacterii [71]

In functie de tipul substratului, acesta poate fi preluat de celuld fie printr-un sistem de

producdtoare de EPS s

transport pasiv, fie printr-un sistem de transport activ (figura 1.3a), dupa ce se catabolizeaza prin
fosforilare intracelulara sau poate fi transportat si oxidat pe cale periplasmatica oxidativa directa.
Calea oxidativa periplasmicd existd numai la anumite bacterii, In timp ce calea fosforilativa

intracelulara este omniprezenta la bacterii. Ambele sisteme au fost aplicate la mai multe tulpini

si pot functiona simultan in cazul existentei substratului [111].

In citoplasma, substratul este catabolizat prin glicoliza (figura 1.3b) si metabolitii primari

formati sunt utilizati

sau monozaharide).
monozaharide bogate in energie, in special zaharuri nucleozidice difosfate (NDP-zaharuri), ce

ca precursori pentru sinteza biomoleculelor mici (de exemplu, aminoacizi

Sinteza polizaharidelor necesitd biosinteza precursorilor activi care sunt

sunt derivate din zaharuri fosforilate (figura 1.3c).
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Secretia EPS-lor este un proces dificil pentru bacterii in care polimerii hidrofili cu greutate
moleculara mare, asamblati in citoplasma, trebuie sa traverseze peretele celular, fara a-i
compromite critic proprietitile de bariera. In pofida diversititii mari a structurilor moleculare ale
EPS-lor, caile de biosinteza si de export urmeazd unul din cele doud mecanisme: calea
dependentd de Wzx-Wzy, In care polimerul — unitatea repetatd este asamblat pe suprafata
interioara a membranei citoplasmatice si polimerizata in periplasma si calea dependenta de
transportatorul ABC, in care polimerizarea are loc pe suprafata citoplasmatica a membranei
interioare (figura 1.3d) [57].

Exopolizaharidele bacteriilor lactice pot fi clasificate in doua grupe: homopolizaharide si
heteropolizaharide [15].

Homopolizaharidele cuprind mai multe grupe de compusi dintre care cei mai importanti
sunt 0-D-1,6-glucanii (de exemplu dextranul) produsi de Leuconostoc mesenteroides ssp.
mesenteroides si Leuconostoc mesenteroides ssp. dextranicum; B-D-glucanii ce contin resturi de
glucoza legate B-1,2-, f-1,3- si f-1,6-monoglicozidic in catene lineare periodice sau ramificate,
fiind produsi de specii de Pediococccus, Streptococcus si Sclerotium.

Heteropolizaharidele sunt mai numeroase (circa 260 de structuri diferite). Aproape fara
exceptie, acestea sunt biopolimeri ramificati, constituifi dintr-o catend principala tipica de
(polioza de tip glucan, manan, galactan, fructozan sau cu unitdti periodice mixte de
galactomanan, glucomanan etc.) Sunt sintetizate de diverse bacterii mezofile, cum ar fi
Lactococcus lactis ssp. lactis, Lactococcus lactis ssp. cremoris, Lactobacillus caseli,
Lactobacillus rhamnosus si bacterii termofile, cum sunt de exemplu Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, Streptococcus thermophilus si Lactobacillus
helveticus [85].

Exopolizaharidele bacteriilor lactice sunt formate din unitati repetitive ce contin grupari de
manozd si/sau  B-monoglicozidice cu unititi monomere identice sau diferite [85].
Heteropolizaharidele contin obligatoriu D-galactoza, D-glucoza si L-ramnoza. La unele tulpini
de Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus helveticus si S. thermophilus ramnoza lipseste, iar
EPS-le izolate din bacterii lactice mezofile si termofile sunt compuse din galactoza si glucoza in
proportie de 2:1. La S. termophilus s-au identificat doua heteropolizaharide cu aceiasi compozitie
de monomeri (D-galactoza si D-glucoza in raport molar 4:1), dar cu mase moleculare diferite,
ceea ce influenteaza viscozitatea solutiilor [46].

S-a demonstrat ca numarul de EPS sintetizate depinde de tulpind si proprietatile ei
specifice, precum si de conditiile de cultivare. Cu toate acestea, pana in prezent nu exista 0
opinie stiintifica comuna despre influenta compozitiei mediului nutritiv asupra sintezei EPS-lor

de catre bacteriile lactice. Tulpina S. thermophilus LYO3 sintetizeazd doua tipuri de EPS
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concomitent, proportia lor fiind strict dependentd de raportul de carbon-azot in mediul de
cultivare [61]. In general, randamentul EPS la majoritatea tulpinilor S. thermophilus variaza de la
0,2 mg-100mL™ la 60 mg-100mLs™ in mediu pe bazi de lapte in conditii optime si capacitatea
de sinteza a EPS este individuala pentru fiecare tulpina a aceleiasi grupe taxonomice [124].

Davy si O’Toole au studiat in detalii capacitatea diferitor microorganisme de a produce
EPS 1in functie de pH-ul mediului de cultivare, temperatura si activitatea apei. Toti acesti factori
influenteaza fixarea EPS-lor la matricea biofilmului, care, fie ramane strans atasat de celula, fie
apare liber in mediul fermentativ (cazul xanthanului si scleroglucanilor) [60].

Biofilmul EPS-lor actioneaza ca un stabilizator contribuind la consolidarea structurii
coagulului, asigurand si o structura mai fina, 0 viscozitate mai mare, concomitent cu prevenirea
spargerii gelului si eliminarea zerului. Acest efect se datoreaza cresterii capacitatii de legare a
apei. Dar producerea excesiva a EPS-lor poate influenta negativ asupra consistentei produselor
lactate fermentate. Nu numai cantitatea de EPS dar si tipul monomerului din structura acestora
influenteaza viscozitatea. Insd este dificil de stabilit o corelatie strinsd dintre cantitatea de
polizaharide produse si viscozitate [60].

Ayala-Hernandez s. a. considera ca EPS-le bacteriilor lactice, avand sarcind negativa, pot
influenta agregarea proteinelor si Tn consecintd proprietdtile fizice ale gelului si ale produsului
final dupa agitare. Tipul culturii bacteriene influenteaza, de asemenea, permeabilitatea gelurilor,
o permeabilitate mai redusa fiind constatata in cazul culturilor filante, EPS-le avand o contributie
la acest efect. Cantitativ, permeabilitatea §i viscozitatea aparenta a gelurilor supuse omogenizarii
par a fi intr-o relatie inversa [39].

Concentratia de polizaharide si compozitia acestora sunt influentate de conditiile de
dezvoltare si tipul tulpinii bacteriene. Intrucat tulpina dezvoltata pe glucozi produce o cantitate
mai mare de EPS decat pe substrat de fructoza, se poate considera ca viteza de multiplicare,
respectiv concentratia de celule producatoare de EPS, depinde de natura carbohidratului [60].

Zehra Nur Yuksekdag s. a. au ajuns la concluzia ca pentru aceeasi tulpind de bacterii
lactice, sursa de carbohidrati influenteaza cresterea, dar nu si compozitia EPS-lor, cel putin
pentru zaharurile obisnuite [125].

Culturile starter producatoare de EPS sunt utilizate la fabricarea produselor lactate
fermentate pentru imbunatatirea viscozitatii, prevenirea sinerezei, cresterea consistentei gelului si
minimizarea efectelor negative ale proceselor de pompare si amestecare in masinile de dozat si
ambalat. Tulpinile de bacterii producatoare de EPS sunt utilizate pe cale larga in Franta, Olanda
si Australia datoritd popularitatii produselor naturale, interdictiei folosirii stabilizatorilor si

agentilor de ingrosare si preturilor ridicate ale acestora [56].
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Culturile producatoare de EPS sunt utilizate la fabricarea iaurtului, a laptelui scandinav
vascos (viili), laptelui acru si a chefirului. Tulpinile de Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
si S. thermophilus care produc EPS sunt folosite la obtinerea iaurtului, in special a celui fluid. in
acest caz amestecul este incalzit 0,5 ore la 85°C pentru denaturarea proteinelor zerului, in special
a B-lactoglobulinei, care se cupleaza cu k-cazeina formand coprecipitatul [91].

Cand pH-ul laptelui scade pana la 4,62 (punctul izoelectric al cazeinei) datorita formarii
acidului lactic, micelele de cazeinat de calciu se precipita, formandu-se un gel (coagul). In
structura acestuia exista spatii care contin zer si care confera matricei proteice proprietati vasco-
elastice. Retinerea zerului prezintd importantd pentru integritatea produsului atat in cazul
laurtului clasic, cat si a iaurtului de baut. Sinereza zerului se produce la pomparea sau
amestecarea coagulului indeosebi la fabricarea iaurtului cu fructe. Pentru a preveni sinereza,
iaurtul coagulat se prepard cu concentratii mai ridicate de stabilizatori (0,7%), fatd de nivelul
normal de 0,3%. Stabilizatorii se adaugd in produse pentru a le Tmbundtdti consistenta si
viscozitatea si pentru a lega apa libera in scopul prevenirii sinerezei zerului.

Stabilizatorii sunt hidrocoloizi de origine animald sau vegetald: gelatina, pectina,
carboximetilceluloza s.a. Acesti hidrocoloizi sunt modificati pentru a imbunatati proprietatile
functionale in laptele fermentat, astfel afectand gustul si aroma produselor finite. Cu scopul de a
realiza efecte de ingrosare corespunzatoare, polimerul hidratat trebuie sa dispuna de proprietati
tixotrope sau pseudoplastice (viscozitatea scade prin agitare pentru o decantare mai usoara si
revine la starea initiald cand actiunea mecanica inceteazd). Viscozitatea trebuie sa fie stabila intr-
un interval larg de pH, rezistenta ionica si temperatura.

laurtul de baut este preparat din iaurt cu un continut redus de substantd uscata. Textura
iaurtului de baut se modificd datoritd actiunii mecanice asupra produsului, ceea ce necesitd
folosirea culturilor starter producatoare de EPS care asigura o structura stabila.

In acest sens, Lavezzari si colab. deosebesc tulpinile de bacterii lactice producitoare de

EPS conform clasificarii din Figura 1.4.

Tulpini de bacterii filante

4/ \»

Puternic filante Cu efect de ingrosare
- Texturda mucilaginoasa; - Textura consistenta, nefilanta;
- Palatabilitate neplacuta. - Palatabilitate placuta.

Fig. 1.4. Clasificarea practica a tulpinilor de bacterii lactice producatoare de EPS [115]
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Tulpinile puternic filante genereaza produse cu aspect neplacut la prelingere din lingura
(de aceea s-a introdus testul analizei senzoriale din lingurd); o senzatie similara apare la
masticatie cand coagulul este lipicios si aderent la palatin. Valoare individuald au numai tulpinile
din grupa "thickening”, celelalte vor fi folosite doar in culturi mixte dupa testari prealabile in
conditii de productie [103].

Culturile starter producatoare de EPS pot fi utilizate atat pentru producerea iaurtului de
baut cat si a iaurtului cu continut redus de substanta uscata si lipide sau chiar pentru fabricarea
iaurtului degresat. Acest tip de culturi formeaza o textura mai consistenta (legata), o viscozitate
mai mare i imbunatatesc structura produsului, previn spargerea gelului si eliminarea zerului.
Viscozitatea obtinutd prin fermentarea cu bacterii formatoare de EPS contribuie la adezivitatea
produsului fluid, iar rezistenta si elasticitatea coagulului sunt rezultatul interactiunilor prin
legaturi de tip proteind-proteina [34].

S-a constatat ca la 43°C exista o interactiune mai puternica intre bacterii, EPS si proteine
decat la 32°C, temperatura de termostatare a iaurtului fiind 42-43°C. laurtul obtinut cu ajutorul
culturilor vascoase are o structurd mai deschisa, cu pori largi si un coagul mai moale, in timp ce
iaurtul cu culturi starter nevascoase are o structurd mai rigida. Iaurtul fabricat cu utilizarea
obtinut prin interactiuni proteind-proteind realizate prin incorporarea unor proteine aditionale
sau/si prin tratamentul termic al amestecului pentru iaurt. Formarea legaturilor proteina-proteina
este prevenitd partial de prezenta EPS-lor. Tulpinile de bacterii producatoare de EPS prin
activitatea lor fermentativa produc un coagul cu legaturi proteine-polizaharide [46].

Bacteriile producatoare de EPS sunt utilizate si la fabricarea smantanii fermentate si a
produselor prelucrarii prin batere, pentru a imbunatati proprietatile reologice, a preveni sinereza
si a Inlocui stabilizatorii. Cercetdrile intreprinse asupra laptelui acru, produs in tarile nordice,
obtinut cu ajutorul culturilor producédtoare de EPS au demonstrat o mai bunad adezivitate si
reducerea sinerezei in comparatie cu produsele realizate cu ajutorul culturilor nefilante. Prin
microscopie electronica s-a remarcat, ca substanta vascoasa realizeaza o retea care leaga celulele

bacteriene de matricea proteica [74].

1.2. Culturile starter, clasificarea si aspectele tehnologice de utilizare a lor la fabricarea
produselor lactate fermentate
Notiunea ,,cultura starter” sau maia bacteriand poate fi definitd ca preparat microbian,
format din cel putin un microorganism, cu numar mare de celule viabile, care poate fi adaugat la
materia primd in scopul producerii unui produs fermentat prin accelerarea si orientarea
procesului de fermentare [103].
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Utilizarea culturilor starter in industria laptelui permite intensificarea procesului de
fermentatie, reduce spatiile de producere si Imbunatiteste siguranta alimentard a
produsului [161].

In functie de procedeul si tehnologia de obtinere, culturile starter se impart in:

- culturi bacteriene — pentru utilizarea lor in producere nu este nevoie de concentrarea
bacteriilor. Ele contin maximum 10 miliarde UFC in 1 cm? de suspensie;

- concentrate bacteriene — se obtin prin concentrarea biomasei bacteriilor, astfel incat
unitatile formatoare de colonii in 1 cm® de concentrat este minimum de 10 miliarde [138].

In functie de starea fizica culturile starter se impart in:

- lichide;

- uscate;

- congelate;

- pe medii nutritive solide [93].

Culturile starter lichide reprezintad culturi pure, care se afla in stare activa si sunt cultivate
in lapte steril. Termenul de valabilitate a acestora este de 2 saptamani la temperatura de
depozitare de 4+2 °C. Activitatea acestor culturi scade rapid.

Pentru majorarea duratei de depozitare a culturilor starter, pastrarea activitatii si numarului
de celule bacteriene viabile se produc culturi starter uscate, precum si concentrate bacteriene
lichide si uscate. Concentratul bacterian uscat se prepara prin cultivarea bacteriilor lactice pe un
mediu nutritiv, concentrarea lor prin centrifugare, plasarea intr-un mediu protector si uscare prin
pulverizare sau liofilizare.

Liofilizarea reprezintd un proces de uscare a bacteriilor prin eliminarea lichidului din
celulele congelate in conditii de vid. Cea mai mare parte a lichidului din biomasa congelata se
elimind la temperaturile negative. Scopul tehnic al acestui procedeu este de a asigura
deshidratarea optimala a culturii bacteriene si obtinerea preparatului uscat cu confinut rezidual de
umiditate nu mai mare de 3,5 % si totodata de a pastra viabilitatea si proprietatile biotehnologice
ale bacteriilor. Liofilizarea asigurd supravietuirea bacteriilor la 90% timp de 6 luni si chiar 2 ani
[42, 80]. Pentru protejarea bacteriilor de conditiile nefavorabile in timpul sublimarii in mediul
protector pe baza de lapte se introduc substante cu caracter protector: glutamat de sodiu, glucoza,
zaharoza, maltoza etc. Microorganismele sunt cultivate pe acest mediu, apoi se congeleaza
la temperatura de pana la — 40 °C. Procesul de uscare se efectueaza la o temperaturd aproximativ
de — 35 °C sub vid. In timpul congelarii microorganismele trec in stare de anabioza, fiind mai
rezistente la actiuni adverse in timp de pastrare [131].

Culturile starter de bacterii lactice utilizate in industria laptelui pot fi clasificate in mezofile

si termofile. Bacteriile din componenta culturilor starter mezofile cresc la temperatura de 25-
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35°C, si sunt reprezentate de genurile Lactococcus, Leuconostoc, unele tulpini din genul
Lactobacillus, Bifidobacterium s. a. Culturile starter termofile, temperatura de crestere fiind de
40-50°C, cuprind culturile din genul Streptococcus si unele specii termofile din genul
Lactobacillus. Culturile mixte sunt compuse din tulpini atat mezofile cat si termofile.

In functie de numarul de specii de microorganisme, culturile starter pot fi de trei tipuri:

1. Culturi starter singulare care sunt formate numai din Lactococcus lactis subsp. lactis sau
Lactococcus lactis subsp. cremoris: ambele culturi fiind homofermentative, produc acid lactic
(L+) in proportie de 0,8%.

2. Culturile starter multiple prezinta amestecul a 5-6 tulpini selectate, ce nu sunt inrudite in
aspectul bacteriofagilor caracteristici, cultivate separat pana la etapa de cultura primara sau chiar
pani la etapa de culturd starter de productie, cand se amestecd intre ele. In aceste conditii,
tulpinile nu se dezvoltd Impreuna decat cel mult timp de 10 generatii, ceea ce face ca nici o
tulpina sa nu devina dominanta. De asemenea, culturile pot fi folosite mai multe luni in sir fara a-
si pierde capacitatea de acidulare.

3. Culturile starter mixte sunt formate, de reguld, din doua specii de bacterii lactice, care la
randul lor pot fi constituite din unul sau mai multe specii de lactobacili si dintr-o specie de
streptococi. De exemplu, cultura starter termofila pentru iaurt este formata din Streptococcus
therrmophilus si Lactobacillus bulgaricus. Intre cele doud microorganisme existd un sinergism
deosebit. Lactobacillus bulgaricus produce aminoacizi din cazeina care sunt necesari dezvoltarii
Streptococcus thermophilus, care la randul lor favorizeaza dezvoltarea Lactobacillus bulgaricus
prin producerea de acid formic si CO; [17].

Luéand in considerare cantitdtile considerabile de iaurt ce se fabrica pe plan mondial, este
necesar sa cunoastem factorii care influenteaza activitatea optimala a culturilor pentru iaurt. Unul
din acesti factori, temperatura de incubare, trebuie sa fie de 41-42°C (apropiatd de temperatura
optimala de dezvoltare a Lactobacillus bulgaricus). Dupa 3 ore de incubare se ajunge la ~ 500
mil. bacterii/g, raportul dintre Lactobacillus bulgaricus si Streptococcus thermophilus fiind 1:1
[131].

Structura culturilor starter uscate mixte, produse la Institutul de Industrie a Laptelui si
Carnii (Rusia), contine lactococi si streptococi termofili CBK-CM-MTw/B, ce contribuie la
formarea unei consistente omogene dense nevascoase a produsului. Odatd cu marirea
temperaturii de fermentare are loc accelerarea procesului de fabricare a produsului. Cultura
mixta formeaza acid lactic si substante aromatice [130].

Concentratul bacterian uscat compus dintr-o singura tulpina de S. thermophilus CBK-Tn/B
ofera consistentd nevascoasd densd produsului si o aromd find. Acesta se recomanda pentru

productia laptelui acru, laptelui covasit si altor bauturi fermentate. Un alt concentrat bacterian
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uscat compus din S. thermophilus CBK-T vascos oferd o consistentd vascoasd produsului si o
aroma find. Acesta este recomandat pentru productia de lapte acru, de lapte covasit si de alte
bauturi lactate. Pe cand, concentratul bacterian uscat mixt pentru iaurt CBK-T JI6b contine un
consortiu de culturi special selectate de S. thermophilus si L. bulgaricus. Compozitia contribuie
la obtinerea produsului de consistentd vascoasd densd cu un gust armonios. Cultura starter data
este destinatd pentru fabricarea iaurtului si a altor bauturi fermentate, inclusiv alimente pentru
copii [148].

Compania DANISCO (Danemarca) producatoare de culturi starter ofera culturi starter
mixte, care contin si tulpini din specia S. thermophilus pentru fabricarea branzei Ceddar. Astfel
compozitia uscata CHOOZIT series RA 020,compusa din L. lactis, L. cremoris, S. thermophilus,
asigurda un gust unic branzei Ceddar, CHOOZIT series MR 800, compusa din L. lactis, S.
thermophilus asigura acidularea intensiva a laptelui; CHOOZIT series RAF 070, compusa din L.
lactis, S. thermophilus, L. helveticus reda produsului gust dulce si aroma autentica [59].

Culturile starter YO-MIX™ 495 dispun de un consortiu format din S. thermophilus si
L. bulgaricus. Cultura este destinata producerii iaurtului cu aroma find, viscozitate ridicata,
texturd neteda si post- acidulare controlata [102].

O analizd comparativa a culturilor starter de la diferiti producatori demonstreaza, cd in
pofida similaritatii componentei specie-specifice a culturilor starter, calitatea produsului fabricat
poate fi considerabil diferita. Acest lucru se datoreaza faptului ca producatorii de culturi starter
folosesc culturile selectate in diferite combinatii In functie de destinatia produsului, bazandu-se
pe proprietatile fiziologice, biochimice si tehnologice a fiecarei tulpini [134]. Desi, compozitia
culturilor starter fabricate de diferite companii producdtoare este asemanatoare, relatiile dintre
genurile, speciile si subspeciile de microorganisme utilizate nu sunt similare [158].

Bacteriile lactice din specia S. thermophilus prezintd interes atat din punct de vedere
biotehnologice. Importanta industriald a bacteriilor lactice la fabricarea diverselor produse lactate
fermentate, precum si la fermentarea legumelor si a céarnii, a initiat o gama larga de cercetari
privind genetica, biochimia si biofizica acestui grup de microorganisme. Un interes deosebit in
studiul bacteriilor lactice a apdrut dupa descoperirea plasmidelor responsabile de proprietatile
tehnologice importante ale culturilor, cum ar fi metabolismul lactozei, activitatea proteolitica,
producerea bacteriocinelor, rezistenta la bacteriofagi s. A [92, 126].

in prezent, industria laptelui se confrunta cu problemele legate de fabricarea produselor
lactate cu indici de calitate si securitate stabili. Una dintre dificultdti consta in faptul, cd atat
monoculturile utilizate , cat si culturile de bacterii starter mixte, au proprietati variabile si

instabile. Acest fapt poate reduce activitatea biotehnologica si modifica proprietatile benefice ale
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microorganismelor, ce duce la incédlcarea procesului de transformare biologica a materiei prime
si la dezvoltarea microflorei straine. Toti acesti factori afecteaza substantial valoarea biologica,
calitatea si siguranta alimentelor. In cazul produselor lactate fermentate cu caracteristici stabile,
in termeni de calitate si siguranta este necesar sa se aplice culturi de bacterii lactice genetic
stabile sau preparate bacteriene capabile sa asigure repetabilitatea proceselor biotehnologice
[113].

Gustul specific, textura si alte proprietati ale produselor lactate depind de tulpinile, care
participa la procesul de fabricare. In ultimii ani a crescut interesul fatd de bacteriile lactice
termofile, in mare masura datoritd dezvoltarii industriei laptelui pe plan mondial cat si in
Republica Moldova prin elaborarea si fabricarea produselor lactate fermentate noi, fapt ce
necesita izolarea si selectarea tulpinilor noi de bacterii lactice de interes biotehnologic. Conform
datelor statistice volumul de fabricare a produselor lactate fermentate in tara noastra este in
crestere: 32 659 tone in anul 2015 fata de 23 934 tone in anul 2008 [1].

Tulpinile de S. thermophilus se utilizeaza in monoculturd la fabricarea laptelui covasit.
Laptele acru, iaurtul, smantdna fermentata fabricata prin tehnologie rapida, laptele acidofil,
branzeturile cu pasta moale si tare se produc cu utilizarea culturilor starter mixte, in compozitia
carora de asemenea se regasesc tulpini S. thermophilus [148].

Astfel, este evident ca S. thermophilus participa la fabricarea unui sortiment vast de
produse lactate fermentate, fapt ce evidentiaza importanta izolarii si selectdrii tulpinilor noi
pentru fabricarea si diversificarea acestor produse.

Produsele lactate fermentate sunt considerate alimente dietetice si au proprietdfi curative.
Valoarea dietetica si alimentard a produsleor lactate fermentate rezultd din faptul, cd ele contin
toate substantele nutritive din lapte intr-o forma mai accesibila pentru organism. Substantele
proteice suferd in procesul fabricarii o hidroliza initiald, ceea ce determina accesibilitate mai
mare si o digestie mai completa a acestora [17].

in Republica Moldova se fabrici un asortiment larg de produse lactate fermentate, dintre
care iaurtul si laptele covasit sunt printre cele mai preferate de consumatori. Conform
Reglementarii Tehnice, iaurtul este produsul lactat fabricat prin fermentarea laptelui de culturi
starter de S.thermophilus si Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus sau culturi de S. thermophilus si
orice specie de Lactobacillus [24]. S. thermophilus si L. delbrueckii ssp.bulgaricus fac parte din
culturile probiotice tranzitorii, care au un efect pozitiv asupra sanatatii umane, dar nu
supravietuiesc in intestin [67]. De aceea acestea trebuie sa fie prezente in alimentatia zilnica a
omului.

Bacteriile lactice sunt foarte pretentioase, iar cresterea si dezvoltarea lor in lapte este

deseori limitatda din cauza insuficientei nutrientilor esentiali. Astfel, succesul procesului de
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coagulare a laptelui este bazat pe simbioza tulpinilor din specia S. thermophilus si L. bulgaricus.
Aceasta relatie pozitiva are un efect benefic asupra dezvoltarii bacteriilor si producerea acidului
lactic si a compusilor aromatici. Astfel, S. thermophilus produce acidul piruvic, acidul formic si
CO,, care stimuleaza cresterea L. bulgaricus. La randul sau, L. bulgaricus produce peptide si
aminoacizi, care stimuleaza cresterea S. thermophilus, deoarece S. thermophilus are o activitate
proteoliticd mai slaba in comparatie cu Lactobacillus. Aceste doud microorganisme, prin
simbioza, schimba compozitia laptelui, astfel obtindndu-se un produs cu caracteristici definite.
Crearea consortiilor simbiotice dintre S. thermophilus si L. bulgaricus cu termen lung de pastrare
este dificila, minutioasa si deseori imposibil de realizat [112].

Utilizarea consortiilor active din microorganisme biologic compatibile, selectate pentru
fermentarea deplind a componentelor din lapte este o conditie principiala pentru dezvoltarea
proceselor tehnologice si obtinerea produselor lactate de inalta calitate [44].

Caracteristicile structurale si organoleptice ale iaurtului sunt factori foarte importanti
pentru selectarea tulpinilor de bacterii lactice si obtinerea culturilor starter de calitate, care ar sta
la baza produselor lactate cu diverse caracteristici organoleptice si nutritionale. In asa mod se
poate crea un grup nou de produse lactate fermentate cu caracteristici nutritive imbunatatite.

Numeroase publicatii recente relateaza faptul, ca bacteriile lactice izolate dintr-o zona
geografica sunt capabile se produca branzeturi, caracteristice acestei zone, de o calitate mai
inaltd comparativ cu culturile starter comerciale [47, 72]. Astfel, Carafa s. a. au izolat tulpini
salbatice de bacterii lactice L.lactis ssp. lactis 68 si  S. thermophilus 93, care pot fi utilizate
drept culturi starter la fabricarea branzeturilor traditionale din zona montana a Italiei [47].

Feutry s. a. au elaborat o cultura starter noua, compusa din 4 tulpini de
L. lactis ssp. Lactis (L7, L140, L16, L24) si 2 tulpini de L. lactis ssp. cremoris (C9, C15) de
fermentare spontand izolate din lapte de oaie. Branzeturile obtinute cu utilizarea acestei culturii
starter au avut caracteristici senzoriale si parametri reologici comparabili cu branzeturile obtinute
cu ajutorul culturii starter comerciale S1 (L. lactis ssp. lactis (L1, L8, L14S),
L.lactis ssp. lactis biovar diacetylactis (D15), L. lactis ssp. cremoris (C3) si S. thermophilus
(S15)) [70].

Metode de preparare a culturilor starter

Culturile starter sunt utilizate la fabricarea produselor lactate fermentate prin prepararea
inoculului de producere sau prin inoculare directa in lapte sau smantana dulce. Introducerea
directd este mai comodd, deoarece nu este nevoie de organizarea unei sectii speciale pentru
pregdtirea maielelor, exclude posibilitatea contamindrii maielelor cu microflord patogend si

previne infectarea microflorei cu bacteriofagi [169].

33



Tehnologia generalda de producere a concentratelor bacteriene include operatiuni de baza,
cum ar fi pregatirea si sterilizarea mediului nutritiv, inocularea culturilor gi acumularea biomasei,
separarea biomasei de lichidul cultural, transferul concentratului bacterian in mediul protector,
liofilizarea, ambalarea si depozitarea concentratului uscat.

Selectarea mediului de culturd pentru cultivarea microorganismelor reprezinta o etapa-
cheie, deoarece poate influenta aspectele economice ale procesului de productie. De regula, se
apeleaza la ingrediente putin costisitoare care pot servi drept sursa de carbon, azot si fosfor. De
cele mai multe ori, in calitate de surse complexe de carbon, azot si fosfor sunt utilizate
hidrolizatele vegetale si unele subproduse rezultate din diferite industrii (melasa, zeruri etc.)
[163]. Concentratia si echilibrul dintre elementele minerale si factorii de crestere constituie un alt
element important al cultivarii microorganismelor la nivel industrial.

Cultivarea microorganismelor poate fi realizata in sistem discontinuu, semicontinuu si
continuu, in functic de echipamentele utilizate si de metodele de prelucrare. Dezvoltarea
microorganismelor in sistem discontinuu are loc in conditii nelimitative. Dupa atingerea
densitatii maxime in celule are loc proliferarea in conditii limitative de substrat. Cultivarea
microorganismelor 1n sistem semicontinuu este astfel operat incat concentratia substratului
limitativ este pastratd constantd prin aprovizionarea continua. Cultivarea in sistem continuu
presupune alimentarea continud cu nutrienti si in acelasi timp evacuarea din reactor a unei
cantitati echivalente de mediu de cultura [36].

In procesul de cultivare discontinua in mediul de culturi se adiugi cultura de bacterii si
procesul de multiplicare se efectueaza pana la acumularea in mediul respectiv a unui numar
maximal de celule. Initial, cultura creste in conditii de exces de nutrienti iar in procesul cultivarii
cantitatea lor scade treptat. Adesea, componentele mediului nutritiv sunt utilizate Tn mod inegal
si unele dintre ele in procesul de dezvoltare a culturii pot limita acumularea biomasei. In acelasi
timp, Tn mediul dat se acumuleazd produse metabolice care au de asemenea, impact negativ
asupra metabolismului si fiziologiei celulelor [155].

O influentd semnificativa asupra cresterii si dezvoltdrii microorganismelor are concentratia
ionilor de hidrogen (pH). pH-ul mediului nutritiv poate modifica activitatea enzimelor, care, la
randul lor, duc la o schimbare in activitatea biochimica a bacteriilor si la transformarile
biochimice in mediu. Majoritatea microorganismelor se dezvolta la pH neutru sau usor alcalin al
mediului. Bacteriile lactice sunt rezistente la acizi, de exemplu, la actiunea acidului lactic. La
acidularea mediului pana la pH 4,0 cresterea majorititii bacteriilor, practic inceteazi. In mod
normal, dupd sterilizare pH-ul mediului se schimba, are loc alcalinizarea care rezultd din
distrugerea carbonatilor. Din aceste considerente in medii se addugad sistemul-tampon pentru a

preveni schimbarea pH-ului, cel mai frecvent utilizate fiind solutiile tampon fosfat, constituite
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din amestec de fosfati K;HPO,4 si KHPO,4. Aceste solutii de saruri anorganice sunt singurii
compusi cu actiune de tampon 1in intervalul de pH neutru, sunt practic inofensive pentru
microorganisme si servesc drept sursa de fosfor.

In functie de umiditate, densitate, marimea particulelor solide si cerintele tehnologice
concentrarea bacteriilor se efectueaza prin doua metode: microfiltrare si centrifugare.

Microfiltrarea se efectueaza sub presiune cu ajutorul membranelor semipermeabile din
materiale polimerice poroase sau anorganice. Centrifugarea, care este cel mai des utilizatd, se
efectueaza in centrifugi speciale [66] la temperatura ce nu depaseste 10 °C [166].

Un impact semnificativ asupra activitdtii si stabilitatii concentratelor bacteriene, in opinia
savantilor, are durata de cultivare a bacteriilor lactice. Concentratele bacteriene obtinute din
celule separate in faza stationard sunt mai active si stabile comparativ cu cele obtinute din celule
in faza logaritmica [61].

Uscarea prin liofilizare (sublimare) se utilizeazd in industria laptelui pentru obtinerea
concentratelor bacteriene uscate [41]. Pastrarea microorganismelor in stare liofilizata se bazeaza
pe principiul anabiozei. Anabioza este starea de incetinire temporard, reversibild a proceselor
biochimice in celula, din care microorganismul poate fi reactivat [131].

Procesul de liofilizare se divizeaza in doua etape: congelare si uscare in vid. Uscarea la
randul sdu, de asemenea constd din 2 etape: indepartarea apei libere, ce se efectueaza la
temperaturi foarte joase si eliminarea apei legate, ce se petrece la temperaturi pozitive.

Avantajele acestui procedeu sunt urmdtoarele: apa este indepartata la temperaturi scazute
in vid, ceea ce evita inactivarea termica a produsului: pastreaza viabilitatea celulelor si
faciliteaza obtinerea produsului uscat si steril ambalat. Principalele dezavantaje ale procesului de
liofilizare sunt durata mare a procesului, consumul de energie si complexitatea echipamentului
pentru sublimare [157].

Congelarea este una din etapele cheie in procesul tehnologic de preparare a concentratelor
bacteriene. Congelarea biomasei duce la modificari fizice, biofizice si biochimice in celula
bacteriana. Ca rezultat al cristalizarii apei, in timpul congelarii are loc deteriorarea membranelor
celulare si a altor structuri. Aceste deteriordri pot fi cauzate de trei factori principali: actiunea
mecanicd a cristalelor de gheatd asupra celulei; cresterea concentratiei de electroliti, care
provoaca denaturarea membranei; cresterea presiunii osmotice [121].

Un rol important In mentinerea viabilitdtii microorganismelor in timpul congeldrii si al
uscarii 1l are mediul stabilizator cu efect de protectie. Mediul de protectie are un impact pozitiv
asupra viabilitatii celulelor in timpul congelarii. De regula ele contin lioprotectori, care
protejeaza microorganismele de efectele daunatoare ale congeldrii. Termenul ,lioprotector”

defineste agenti care asigura stabilitatea celulei in cazul cdnd se indepdrteaza apa in timpul
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uscarii sau liofilizarii [151]. Utilizarea lor reduce sau previne formarea cristalelor de gheata
intracelulare [62].

Existd numeroase substante cu proprietati crioprotectoare, mecanismul de actiune a carora
este de doua tipuri: endocelular (permeabile) si exocelular (impermeabile). Agentii lioprotectori
permeabili inhibd formarea cristalelor de gheata datoritd formarii legaturilor de hidrogen cu
moleculele de apa. Cele mai utilizate sunt: glicerolul, propilenglicolul, etilenglicolul,
dimetilsulfoxidul [122]. Principiul de functionare al lioprotectorilor impermeabili inca nu este
suficient studiat. Posibil, principiul de actiune consta in reducerea ratei de crestere a cristalelor si
protejarea celulelor de diferenta presiunii osmotice. Lioprotectorii impermeabili se divizeaza in
doua grupe de substante: oligozaharide (zaharoza si trehalozd) si compusi cu masa molecularad
mare, cum ar fi ficolalbumina sau polivinilpirolidona. in calitate de liopriotectori pot fi utilizate
si urmatoarele substante: maltodextrina, sorbitolul, ascorbatul de calciu, glutamatul [105].
Utilizarea lioprotectorilor impermeabili fara cei permeabili este ineficientd, de aceea lioprotectori
impermeabili sunt de regulda componenti aditionalii ai mediilor stabilizatoare cu efect protector.

Regimul de pastrare influenteaza in mare masurd activitatea si viabilitatea concentratelor
bacteriene congelate. Studiile indica, ca la depozitarea concentratului de bacterii lactice intr-un
mediu protector timp de 6 luni la minus 18 °C s-au observat pierderi de viabilitate pana la 9%,
iar la temperatura de minus 8 °C pierderile constituie 16 - 28% [166].

Actualmente sunt cunoscute diverse procedee de obtinere a concentratelor bacteriene
liofilizate. De exemplu, Ilnitcaia si coautorii propun o metoda de producere a concentratelor
bacteriene uscate pentru produsele lactate fermentate, care prevede -cultivarea tulpinii
L. acidophilus Ep317/402 pe un mediu cu zer din lapte, extract de cartofi, sulfat de mangan si
apa, ce contine aditional 9-11 ml/L lapte si 5,9 — 6,1 g/L acetat de sodiu. Cultivarea se realizeaza
la pH 5,6 — 5,7, iar pH-ul concentratului obtinut este de 6,5 — 7,5. Dupa suspendarea
concentratului obtinut Tn mediul de protectie si distribuirea in flacoane, se realizeaza liofilizarea
timp de 64 ore, cu temperatura finala de uscare de maximum 30 °C [149].

La fel, este cunoscutd metoda de obtinere a consortiului de bacterii eubiotice, la etapa
initiald a céreia se efectueaza prepararea mediului nutritiv pe baza de lapte cu continut de 13,5-
15,0% SUD, suplementat cu glucoza (1,5-2,5 %) si citrat de sodiu (0,15-0,25 %). Apoi in mediul
protector se adaugd consortiul de bacterii si se termostateaza pand la formarea coagulului,
aciditatea titrabild este de minimum 90 °T. Produsul obtinut se congeleaza la minus 40-45 ° C
timp de 24-48 ore. Apoi si se liofilizeaza la temperatura de minus 20-30 °C in vid. Continutul de
umiditate remanenta a concentratului bacterian este de maximum 3,0% [150].

O altd metoda de preparare a concentratului bacterian cu culturi lactice din specia S.

thermophilus, presupune cultivarea tulpinilor separat. Apoi fiecare tulpind se transferd in
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mediul protector in raport de 1:2 — 1:4. Mediul protector pentru S. thermophilus include lapte
degresat 20%, zaharoza - 5%, gelatoza - 5%, citrat de sodiu - 2,2%, si glutamat de sodiu - 1,2%.
Gelatoza reprezinta gelatind dupa sterilizare la presiunea de 0,15 MPa timp de 2,5-3,0 ore, in
urma careia 1si pierde capacitatea de a forma gel. Liofilizarea se efectueaza separat. Pentru
aceastd suspensiile celulare obtinute se toarnd in tava cu grosimea stratului de 1-1,5 cm.
Liofilizarea are loc la temperatura de minus 35-45 ° C, uscarea finala — la temperatura de 40-45
°C. Durata uscarii este de 6-12 ore. Termenul de pastrare este de 18 luni la temperatura 12 °C

[152].

1.3. Tehnologia de fabricare a produselor lactate fermentate

Succesul fabricarii produselor lactate fermentate la scard industriald este direct legat de
tehnologia de prelucrare a laptelui, de selectarea, péstrarea si manipularea corectd a culturilor
starter. Toate acestea contribuie la obtinerea produsului finit de calitate inalta.

Datorita valorii dietetice-curative a produselor lactate fermentate, importanta carora este
tot mai evidentd in conditiile ecologice nefavorabile, aceste produse devin absolut necesare in
alimentatia populatiei de toate varstele. In alimentatia rationald se recomandi ca 40-50% din
totalul de produse lactate lichide sa fie consumate sub forma de produse lactate fermentate [17].

Proprietatile curative ale produselor lactate fermentate consta in faptul ca acestea au un
efect pozitiv asupra metabolismului, stimuleaza secretia sucului gastric si functia intestinelor. O
directie de perspectiva este imbunatatirea proprietatilor nutritionale ale produselor lactate prin
utilizarea culturilor special izolate si selectate de bacterii lactice, ce confera proprietati probiotice
produsului [165].

Actiunea beneficd a produselor lactate fermentate asupra organismului uman depinde de
proprietdtile microorganismelor utilizate, ce asigura calitatea inaltd a produsului si efectul
terapeutic curativ scontat.

Produsele lactate fermentate pot fi de patru tipuri diferite in dependentd de
microorganismele utilizate la fabricarea lor: (1) cu utilizare de tulpini de bacterii lactice
mezofile; (2) cu utilizare de bacterii lactice termofile; (3) produse obtinute prin fermentare
alcoolicd, cu implicarea drojdiilor si a bacteriilor lactice, si (4) produse obtinute cu utilizarea
mucegaiurilor [17].

Reglementarea Tehnicd [24] defineste produsele lactate fermentate ca produse care se
caracterizeaza prin culturi starter specifice, aplicate la fermentarea laptelui, dupd cum

urmeaza:
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a) laurt — produs lactat fabricat prin fermentarea laptelui cu o cultura starter mixta ce
contine 2 specii de bacterii termofile Streptococcus thermophilus si Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus sau Streptococcus thermophilus si orice specie de Lactobacillus;

b) lapte acidofil — produs lactat fabricat prin fermentarea laptelui cu ajutorul culturilor
starter de Lactobacillus acidophilus;

c) chefir — produs lactat fabricat prin fermentarea laptelui cu utilizarea culturilor starter
din granule de chefir, constituite din levuri care fermenteaza lactoza (Kluyveromyces marxianus)
si care nu fermenteaza lactoza (Saccharomyces unisporus, SacCharomyces cerevisiae si
Saccharomyces exiguus), si culturi de Lactobacillus kefiri, specii de bacterii din genul
Leuconostoc, Lactococcus si Acetobacter, ce se afla in relatii simbiotice specifice;

d) cumas — produs lactat acid cu proprietati antibiotice, fabricat din lapte de iapa sau
lapte de vaca degresat cu adaos de zahar, prin fermentatie mixta (lactica si alcoolicd) cu ajutorul
culturilor starter de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus si Kluyveromyces marxianus;

e) lapte acru — produs lactat fabricat prin fermentarea laptelui cu utilizarea culturilor
starter de lactococi mezofili;

f) lapte covasit — produs lactat fabricat prin fermentarea laptelui indbusit cu culturi
starter de Streptococcus thermophilus, cu sau fara culturi de Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus.

Desi produsele lactate fermentate sunt foarte variate atat dupa indicii organoleptici, cat si
dupa indicii fizico-chimici, tehnologia de fabricare a acestora include multe operatii similare,
deosebirea referindu-se in special, la componenta culturilor starter, utilizate la prepararea lor,
tratamentul termic al materiei prime si regimul de termostatare.

Produsele lactate fermentate se fabrica prin doua metode — 1) metoda la termostat (in
ambalaj) si 2) metoda la rezervor, conform schemei tehnologice generale de fabricare expusa in
Figura 1.5.

Pentru fabricarea produselor lactate fermentate se potriveste laptele cu aciditatea titrabila
max. 19 °T, densitatea 1027 kg-ma, lapte praf, lapte degresat si smantana dulce.

In prima fazi a procesului tehnologic propriu-zis se urmireste indepartarea impurititilor
mecanice patrunse in lapte pe diferite cdi, inainte de umplerea bazinului de receptie, chiar dacd a
fost filtrat la locul de producere (la fermi), dupa care este supus prelucririi. In functie de tipul
produsului fabricat, are loc normalizarea continutului de grasime al laptelui. Cresterea
continutului de grasime se realizeaza prin: adaugarea de smantand dulce in lapte sau amestecarea
unui lapte integral cu un continut de grasime mai scazut cu altul mai gras. Scaderea continutului
de grasime se realizeaza prin: extragerea unei cantitdti de grasime din lapte prin centrifugare;

amestecarea laptelui integral cu lapte degresat.
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Laptele receptionat cantitativ si calitativ se supune normalizarii dupa continutul de

grasime. Calculul cantitativ al fractiei de grasimi se efectueaza dupa formula (1.1):

G,100
Gy ==
LN ™ 100-a’

(1.1)

unde
Gin— fractia de grasimi 1n laptele normalizat, %;
Gp — fractia de grasimi, %;

a— norma introducerii bacteriilor lactice pe baza de lapte degresat, %.

Puternic filante Cu efect de ingrosare
\
Curétirea prin centrifugare Receptionarea si pregatirea materiei prime

Normalizarea

\
Pasteurizarea

<—| Livrarea Iﬁ/

Récirea pér_lé la t_emperatura de I ! Inocularea cu culturile starter
in termostat in rezervor
Ambalarea (in ambalaj de desfacere) Récirea
Fermentarea in rezervor Fermentarea

Racirea in rezervor

Ambalarea (in ambalaj de desfacere)

Fig. 1.5. Fluxul tehnologic general de fabricare a produselor lactate fermentate [17].
Normalizarea laptelui intotdeauna trebuie sa fie precedata de analiza laptelui din punct de

vedere al continutului de grasime. Amestecul normalizat se omogenizeaza.
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Omogenizarea este o operatie tehnologica care are drept scop stabilizarea emulsiei de
grasime in materia primd pentru evitarea separdrii grasimii la suprafata produsului finit si
obtinerea unei consistente cat mai omogene. Omogenizarea laptelui se realizeaza cu ajutorul
unor utilaje speciale, denumite omogenizatoare. Omogenizarea are un efect pozitiv si in cazul
fabricarii produselor cu un continut redus de grasime. Pentru a obtine o dispersare mai puternica
a globulelor de grasime, se practicd omogenizarea in doua trepte, adicd mai intai laptele se
omogenizeaza la o presiune mai inaltd, apoi la o presiune mai joasa. Ca rezultat a omogenizarii
creste viscozitatea laptelui, culoarea din alb-galbuie trece in alb, laptele devine mult mai opac
datorita repartizarii mai uniforme a grasimii [17].

Pentru fabricarea iaurtului, laptele se pasteurizeaza. Prin aceastd operatie tehnologicad se
distrug formele vegetative ale microorganismelor si partial a celor aflate in stare sporulati. In
functie de temperatura si de durata, metodele de pasteurizare aplicate laptelui sunt:

- pasteurizarea joasa sau de duratd — se realizeaza la temperatura de 63-65° C timp de 30
de minute. Este o metoda lentd, discontinud. Aceastd metoda prezintd avantajul ca nu modifica
aproape deloc proprietdtile laptelui. Ca dezavantaj se mentioneazd cad necesitd in afard de
pasteurizare si tancuri de racire pentru mentinerea laptelui la temperatura de pasteurizare o
anumita perioada de timp si nu asigura distrugerea unor specii de bacterii termostabile. Se aplica
laptelui destinat fabricarii branzeturilor;

- pasteurizarea inalta de scurta durata — prevede incdlzirea laptelui la 72-76° C timp de
15-20 sec. Este un procedeu rapid si continuu, dar modificarile in compozitia si proprietatile
laptelui sunt mai profunde, se denatureaza pana la 50% din albumind, 15-20% globulind, se
insolubilizeazd 3-4% din substantele minerale, majoritatea enzimelor sunt inactivate, scade
considerabil puterea de coagulare a cazeinei sub actiunea cheagului. Pasteurizarea inalta de
scurtd durata se aplica la obtinerea laptelui de consum.

- pasteurizarea instantanee — se realizeaza prin incalzirea materiei prime la temperatura de
85-90 °C si chiar mai mare fara mentinerea produsului la aceasta temperatura. Modificarile in
compozitia si proprietatile laptelui se intensifica; se denatureazad toate enzimele, albumina si
circa 75-85% din globulina, o parte considerabilad de calciu se precipita. Acest regim este utilizat
la fabricarea smantanii, untului, laptelui concentrat;

- pasteurizarea dupa un regim special —se efectueaza la temperatura de 95-98° C cu
mentinerea laptelui la aceasta temperaturd timp de 2-8 minute. Dupd acest procedeu se
pasteurizeaza laptele destinat produselor lactate acide dietetice. Aceasta metoda provoaca
modificari si mai profunde in compozitia laptelui, dar permite obtinerea unei consistente dense a
coagulului produselor lactate acide, se distruge toatd microflora vegetativa termostabila, fapt ce

se rasfrange pozitiv asupra dezvoltarii microflorei favorabile introduse prin culturile starter.
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Aplicarea acestui regim de pasteurizare se face cu scopul de a distruge toate formele de
microorganisme posibile: a bacteriilor ddunitoare precum si a microflorei normale a laptelui,
format din bacterii lactice, drojdii si mucegaiuri, creandu-se astfel conditii favorabile pentru
dezvoltarea bacteriilor lactice selectionate cu care laptele se inoculeazd. De asemenea, prin
incalzire la temperaturi inalte, o parte din substantele proteice ce se contin in lapte se precipita,
iar fosfatii si citratii solubili devin partial saruri insolubile, ceea ce determind o imbunatatire a
consistentei produsului prin obtinerea unui coagul mai dens. Din aceste motive, este foarte
important sd se respecte regimul de pasteurizare prevazut si masurile de igiena necesare pentru
prevenirea contaminarii ulterioare a laptelui cu diferite bacterii [16].

In scopul evitdrii modificirilor nedorite in compozitia laptelui, el este racit la 2-4° C
imediat dupa pasteurizare.

Pentru fermentarea laptelui si obtinerea produsului cu proprietdti specifice, laptele se
inoculeaza cu o culturd starter ce are in componenta sa bacterii lactice care asigura coagularea
laptelui in cel mult 4-6 ore [17]. Fermentarea laptelui este una dintre cele mai importante faze
ale procesului de fabricare si rezida in crearea conditiilor de temperaturd corespunzatoare pentru
dezvoltarea microflorei specifice ce produce fermentarea si coagularea laptelui. In cazul
fermentarii in termostat laptele inoculat se ambaleaza in ambalaj de desfacere, se eticheteaza si
plaseaza in termostat pentru fermentare timp de 2,5-3 ore la temperatura de 42-45°C, timp in
care se produce coagularea laptelui. In cazul fermentirii in rezervor, un aspect deosebit de
important al fermentirii laptelui, este consistenta produsului obtinut. In cazul fermentarii in
ambalaj, consistenta va fi de ,,coagul compact”, pe cand la fermentarea in rezervor, va fi ,,coagul
fluid” datoritd agitarii inaintea ambalarii. De asemenea, atunci cand ambalarea se face in pungi
de plastic sau ambalaje de capacitate mai mare, procesul tehnologic impune efectuarea
fermentarii laptelui in rezervor, dupa care se trece in ambalajele respective [16].

Pentru a preveni cresterea aciditatii peste limita admisa la eliminarea zerului, este necesar
ca produsul sa fie cat mai repede racit. Operatiunea se realizeaza in doua faze, respectiv racirea
prealabila la temperatura de 18-20°C, prin ventilarea aerului din termostat (neincalzit), dupa care

se face racirea profunda, la temperatura de 2-6°C, in camera frigorifica [16, 17].

1.4, Concluzii la capitolul 1

1. Cresterea volumului de fabricare a produselor lactate fermentate si lipsa culturilor starter
de bacterii lactice autohtone, argumenteazd necesitatea si evidentiazd actualitatea
cercetarilor orientate spre izolarea din sursele naturale, identificarea si selectarea

bacteriilor lactice de interes biotehnologic pentru industria laptelui.
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2. Pentru obtinerea unor produse lactate naturale, este necesar de a izola si selecta tulpini de
bacterii lactice cu proprietati deosebite, cum ar fi sinteza exopolizaharidelor, fapt ce ar
permite de a evita utilizarea sistemelor de stabilizare pentru imbunatatirea proprietatilor
reologice si texturale ale produsului.

3. Pentru a obtine culturi starter active si stabile pe termen lung este necesar de a elabora
medii protective eficiente, care asigura viabilitatea inaltd si pastrarea proprietatilor
biotehnologice valoroase a bacteriilor lactice dupa liofilizare.

4.  Pentru asigurarea calitatii inalte a produselor lactate fermentate este necesar de a creea
culturi starter care asigura fermentarea laptelui in timp scurt, au capacitatea de a preveni

fenomenul de sinereza si poseda nivel scazut de post-acidulare.

Analiza surselor bibliografice relevante la tema tezei a permis de a formula problema de
cercetare care a fost pusa in fata acestei lucrari: necesitatea selectarii si descrierii unor tulpini not
de bacterii lactice din specia S. thermophilus in scopul elaborarii culturilor starter autohtone cu
potential biotehnologic inalt pentru industria de procesare a laptelui in vederea eficientizarii
procesusui de fabricare a produselor lactate fermentate.

Directiile de rezolvare a problemei de cercetare au constat in urmatoarele: realizarea
screening-ului tulpinilor de bacterii lactice din specia S. thermophilus isolate din lapte si
produsele lactate de fermentare spontana din R. Moldova in scopul obtinerii culturilor active din
punct de vedere biotehnologic; asocierea simbiotica a tulpinilor selectate in culturi starter si
utilizarea lor in procesul de fabricare a produselor lactate fermentate.

Scopul lucrarii a constat in izolarea, identificarea si evaluarea caracteristicilor fiziologo-
biochimice si biotehnologice ale unor tulpini noi de S. thermophilus, selectate in vederea

elaborarii culturilor starter autohtone si utilizarii lor la fabricarea produselor lactate fermentate.

Obiectivele cercetarilor au fost urmaitoarele:

1. lzolarea in culturd pura a bacteriilor lactice tipice speciei S. thermophilus din lapte si
produsele lactate de fermentare spontana din diferite zone ale R. Moldova;

2. ldentificarea fenotipica si genotipica a tulpinilor izolate si evidentierea tulpinilor cu
potential biotehnologic Tnalt pentru industria laptelui;

3. Stabilirea parametrilor optimi de cultivare si pastrare a tulpinilor producatoare de
exopolizaharide din specia S. thermophilus in conditii industriale;

4. Elaborarea si testarea in conditii de producere a culturilor starter autohtone in baza

asociatiilor mixte de tulpini noi de bacterii lactice pentru fabricarea lactatelor fermentate.
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2. OBIECTELE DE STUDIU SI METODELE APLICATE iN CERCETARE

Cercetarile stiintifice destinate izolarii, identificarii si selectarii bacteriilor lactice din
specia Streptococcus thermophilus de interes biotehnologic au fost efectuate in perioada anilor
2011-2016 in laboratorul de Biotehnologii alimentare din cadrul Directiei ,,Tehnologii
Alimentare” a Institutului Stiintifico-Practic de Horticultura si Tehnologii Alimentare (ISPHTA)
din Republica Moldova. Identificarea moleculara a bacteriilor lactice selectate a fost efectuata in
Departamentul de microbiologie, biologie moleculara si biotehnologie a Institutului de Cercetare
a Alimentelor din cadrul Centrului National de Agricultura si Produse Alimentare din Bratislava,

Slovacia (Anexa 1).

2.1. Obiectele de cercetare

In calitate de obiecte de cercetare au servit tulpini autohtone de bacterii lactice izolate din
probe de lapte si produse lactate de fermentare spontand din Republica Moldova si tulpini de
referinta depozitate in diverse Colectii de Microorganisme, dupa cum urmeaza:

2.1.1. Tulpinile autohtone de Streptococcus thermophilus au fost izolate din habitat natural
— lapte crud si produse lactate de fermentare spontana, din diferite regiuni ale Republicii
Moldova, identificate si depozitate ulterior in Colectia Nationala de Microorganisme Nepatogene
din cadrul Institutului de Microbiologie si Biotehnologie al ASM si in Colectia Ramurald a
Laboratorului de Biotehnologii Alimentare ISPHTA. Schema izolarii si studierii izolatelor
naturale in scopul valorificarii lor in biotehnologia produselor lactate este prezentata in Figura

2.1.

Depozitarea

v

Metoda de fabricare

v v v v

Izolare, Studierea morfologice culturale

A
fiziologo-biochimice

'

tehnologice

Fig. 2.1. Schema cercetarilor asupra izolatelor naturale de bacterii lactice.
Izolarea culturilor pure de microorganisme lactice din specia S. thermophilus s-a efectuat

prin inoculari periodice (de 10-15 ori) in lapte degresat steril pana la formarea coagulului dens.
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Fiecare probd a fost insaméantata in 6 eprubete, dintre care 2 au fost incubate n termostat la 30
°C,2—-1a37 °C si 2 — la temperatura de 45 °C.
Selectarea tulpinilor autohtone de S. thermophilus a fost efectuata in conformitate cu

schema prezentata in Figura 2.2.

Insimantarea culturii »  Utilizarea culturilor > Depozitarea
bacteriilor selectate in
Studierea frotiului Insdmantarea CNMN
microscopic < coloniilor individuale |«
in lapte steril degresat

v

Imbogatirea culturilor

Coloratia Insamantarea Studierea Prelevarea
Gram coloniilor frotiului culturilor
v v v
Cresterea Cercetarea Dezvoltarea in mediul
cu NaCl tulpinilor cu albastru de metilen

Fig. 2.2. Schema etapelor de selectare a tulpinilor de S. thermophilus de importanta

biotehnologica pentru industria produselor lactate.

Descrierea detaliata a izolatelor bacteriene obtinute sunt prezentate in capitolul 3
”Selectarea tulpinilor autohtone noi de Streptococcus thermophilus”. In baza tulpinilor autohtone
selectate au fost elaborate culturile starter YO1, YO2 si YO3, care au constituit un obiect de
studiu aparte. Aceste culturi starter au servit la fabricarea in conditii industriale a mostrelor de
laurt, proprietatile carora au fost studiate in capitolul final al lucrarii.

2.1.2. Tulpina de referinta pentru cercetari moleculare — Streptococcus thermophilus A737
obtinutd din Colectia Ceha de Microorganisme, Brno, Republica Ceha.

Pozitia sistematica: Domeniul Bacteria, Regnul Eubacteria, Filumul Firmicutes, Clasa
Bacilli, Ordinul Lactobacillales, Familia Streptococcaceae, Genul Streptococcus, Specia
Streptococcus thermophilus (Orla-Jensen 1919)

Tulpina posedd urmatoarele caracteristici: bacterii gram-pozitive, facultativ anaerobe,
prezintd coci plasati n lanturi de diferite lungimi, celule de forma sferica, temperatura optimala
de crestere 37-40 °C, metabolizeaza lactoza cu formarea acidului lactic, aciditatea limita 115-120

°T (pH 4,5), nu se dezvolta in prezenta NaCl 4%;

44



Fig. 2.3. Aspectul microscopic al S. thermophilus A737
Microscopie fotonica, puterea de marire 100x (Autor Cartasev A.).
2.1.3. Tulpina de referinta pentru cercetari moleculare — Streptococcus thermophilus
1241 obtinuta din Colectia de Microorganisme a Departamentului de microbiologie, biologie
moleculara si biotehnologie al Institutului de Cercetare a Alimentelor din cadrul Centrului
National de Agriculturd si Produse Alimentare din Bratislava, Slovacia. Tulpina poseda
proprietdti caracteristice speciei S. thermophilus. Aspectul microscopic al tulpinii este prezentat

in Figura 2.4.

Fig. 2.4. Aspectul microscopic al S. thermophilus 1241
microscopie fotonica, puterea de marire 100x (Autor Cartasev A.).

2.1.4. Tulpina de referinta pentru cercetari moleculare Lactobacillus casei 4791,
obtinuta din Colectia de Microorganisme a Departamentului de microbiologie, biologie
moleculara si biotehnologie al Institutului de Cercetare a Alimentelor din cadrul Centrului
National de Agricultura si Produse Alimentare din Bratislava, Slovacia.

Pozitia sistematica: Domeniul Bacteria, Regnul Eubacteria, Filumul Firmicutes, Clasa
Bacilli, Ordinul Lactobacillales, Familia Lactobacillaceae, Genul Lactobacillus, Specia
Lactobacillus casei (Orla-Jensen 1919).

Aspectul tulpinii: prezintd bacili de forma si lungime diversa, Gram-pozitivi, facultativ
anaerobi, nu formeaza spori, celule sunt imobile. Formeaza coagulul in lapte dupa 48 ore la
temperatura de 30°C, nu formeazd CO; si citrat de sodiu, rezistent in mediul cu NaCl de

concentratie 6%. Aspectul microscopic este prezentat in Figura 2.5.
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Fig. 2.5. Aspectul microscopic al Lactobacillus casei 4791
microscopie fotonica, puterea de marire 100X. (Autor Cartasev A.).

2.1.5. Tulpini de bacterii din specia Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus din Colectia
Ramurala de Bacterii Lactice (Directia Tehnologii Alimentare, ISPHTA).

Caracteristici ale speciei: bacili, imobili, nu formeaza spori, Gram+, anaerobi sau facultativ
anaerobi. In general nu produc catalaza si citocrom-oxidaza, nu reduc azotatii, nu lichefiaza
gelatina. Au activitate proteoliticd si lipolitica redusd, fermenteaza lactoza, maltoza, zaharoza
(mai ales in faza logaritmica de dezvoltare), glucoza, fructoza si galactoza. Pentru dezvoltare
necesitd substante minerale si toate vitaminele din grupul B. Se dezvolta bine in mediul cu pH
5,5-5,8, dar si la pH 5,0. Se pot dezvolta in limite largi de temperatura (5-53°C), dar temperatura
optimala este cuprinsa intre 30 si 45°C.

2.1.6. Cultura de referinta Escherichia coli (ATCC® 25922™) g fost oferita de catre
laboratorul specializat al Centrului National de Sanatate Publica.

Pozitia sistematica: Domeniul Bacteria, Regnul Bacteria, Filumul Proteobacteria, Clasa
Gama Proteobacteria, Ordinul Enterobacteriales, Familia Enterobacteriaceae, Genul Escherichia,
Specia Escherichia coli (Migula 1895).

Prezinta bacili Gram—negativi din grupa bacteriilor coliforme. Aceastd tulpina se dezvolta
in conditii aerobe, pe mediul tripticazd soia (lichid sau gelozd), cu temperatura optima de
cultivare 37°C. Tulpina este recomandata in calitate de tulpinad de referintd pentru determinarea

2.1.7.  Cultura de referinta Staphylococcus aureus (ATCC® 25923™), oferita de catre
laboratorul specializat al Centrului National de Medicina Preventiva.

Pozitia sistematica: Domeniul Bacteria, Regnul Eubacteria, Filumul Firmicutes, Clasa
Bacilli, Ordinul Bacillales, Familia Staphylococcaceae, Genul Staphylococcus, Specia
Staphylococcus aureus (Rosenbach 1884).

Prezintd bacterii Gram-pozitive aerobe, de forma sferica, lipsite de capsula, care la

microscop apar sub forma unor aglomerari asemanatoare unui ciorchine. La cultivare pe medii
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solide formeaza colonii mari, sferice, de culoare galben-aurie. Tulpina se cultiva pe mediul

tripticaza soia (lichid sau geloza), cu temperatura optima de cultivare 37 °C.

2.2. Mediile nutritive utilizate in studiu

Pentru cultivarea bacteriilor lactice din specia S. thermophilus au fost utilizate mediile
nutritive dupa cum urmeaza:

- Laptele degresat sterilizat. Laptele degresat (natural sau restabilit) se sterilizeaza la 1
atm, ceea ce corespunde temperaturii de (121+2) °C, in eprubete sau vase de sticla cu volum de
0,1-21 timp de péana la 10 min. Un indice indirect de eficacitate a procesului de sterilizare este
obtinerea culorii crem-deschis a laptelui [156];

- Lapte hidrolizat. Laptele degresat se sterilizeaza la 0,2 MPa timp de 10-15 min. si se
raceste pana la 45 °C. Laptele astfel obtinut trebuie sd prezinte o culoare de nuanta crem. Se
stabileste pH-ul 7,6 - 7,8 cu ajutorul solutiei de NaOH si se adauga 0,5 - 1 g/ | pancreatina; peste
cateva minute se adauga 5 ml de cloroform. Vasul se inchide cu un dop si se termostateaza timp
de 24 ore la temperatura de 40 °C. Primele cateva ore vasul se agitd periodic si se deschide
pentru eliminarea vaporilor de cloroform. Dupa termostatare se formeaza un hidrolizat, care se
filtreaza prin hartie de filtru. Hidrolizatul obtinut se dilueaza cu apa in proportie de 1:1; 1:2, cu
pH 6,8 - 7,0, la care dupa caz se adauga alte componente necesare [156];

- Mediul pentru determinarea fermentarii hidratilor de carbon. La 100 ml lapte hidrolizat
steril (pH 6,7 - 6,8) se adauga 1 ml solutie sterila de indicator Andrade. Hidratii de carbon se
adaugd in forma de solutie de 10 %, sterilizata la vapori curenti [156];

- Laptele turnesolat. Se obtine prin adaugarea la laptele degresat a 5 - 10 % solutie apoasa
de turnesol si 10 % solutie de hidrocarbonat de sodiu pana la aparitia culorii tipice albastru-
violet. Se sterilizeaza la vapori curenti 3 zile la rAnd cate 20 min. Solutia de turnesol se obtine in
modul urmator: turnesolul se mojareaza, se adauga o cantitate de 10 ori mai mare de alcool de
96% o si se extrage la 37 °C timp de 3 zile, schimband zilnic alcoolul; sedimentul se usuca in
termostat, se adauga o cantitate de 10 ori mai mare de apa distilatd, se mentine 3 zile la 37 °C
dupa care se filtreaza si se sterilizeaza la 0,5 atm timp de 30 min [156];

- Mediu agarizat in bazd de lapte hidrolizat. In lapte hidrolizat se adaugi 1,5 - 1,8% de
agar-agar. Se lasa pentru 20 - 30 min sd se Tnmoaie, apoi se topeste la 1 atm timp de 15 min.
Mediul obtinut se distribuie in vasele cu volumul necesar si se sterilizeazd 10 min la 1 atm
(121£2) °C [156].

- Mediul M 17 pentru izolarea S. thermophilus

Compozitia mediului: peptona (1) — 2,5 g; peptona (2) — 2,5 g; peptona (3) — 5,0 g; extract
de drojdie — 2,5 g; extract de carne — 5,0 g; glicerofosfat — 19,0 g; sulfat de magneziu — 0,25 g;
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acid ascorbic — 0,5 g; agar — 9 -18 g; apa distilata - 950 ml. Amestecul si se incélzeste pana la
dizolvarea completa a componentelor, apoi Se raceste pana la temperatura 50+2 °C, pH-ul
7,2+0,2. Mediul preparat se sterilizeaza la o temperatura de 121+1 °C timp de 15+1 min.

- Mediul tripticaza soia. Compozitia mediului pentru un litru de apa purificata: extract de
cazeina 15,0 g; extract de soia 5,0 g; clorura de sodiu 5,0 ¢g; agar 15,0 g. pH 7,3 + 0,2 se
ajusteaza si/sau completeaza in functie de necesititi pentru a corespunde criteriilor de

performanta.

2.3. Metodele de cercetare

Pentru realizarea lucrdrii au fost utilizate metode microbiologice, biochimice, fizico-
chimice clasice de investigare a bacteriilor lactice. Produsele lactate fermentate obtinute au fost
caracterizate conform standardelor corespunzatoare. La fel, in scopul identificarii tulpinilor noi
selectate, au fost utilizate metode ale biologiei moleculare: izolarea, purificarea si cuantificarea
ADN-ului; amplificarea fragmentelor ADNr 16S cu utilizarea reactiei de polimerizare in lant
(PCR- Polimerase Chaine Reaction) urmatd de analiza electroforeticd a  produsilor de
amplificare; determinarea variabilitatii genetice a tulpinilor selectate prin amplificarea
secventelor repetitive ale ADN-ului (tehnica Rep-PCR); spectroscopia in infrarosu cu
transformanta Fourier (FT-IR). Pentru optimizarea mediilor de culturd au fost utilizate metode
matematice de planificare, iar datele experimentale au fost prelucrate statistic.

2.3.1. Microscopie

Studierea proprietdtilor morfologice ale bacteriilor lactice selectate a fost realizatd prin
microscopie fotonica, utilizand microscopul binocular Zeiss Axiolmager M2 Microscope
(Canada); analizele microscopice a fost efectuate cu obiectivul de imersie cu puterea de marire
100x. S-a estimat marimea, forma, amplasarea celulelor, absenta bacteriilor straine in frotiu.

Vizualizarea coloniilor S. thermophilus a fost efectuata cu ajutorul microscopului
stereoscopic MBC-6 cu putere de marire 6x.

Studierea microstructurii iaurtului a fost realizatd la microscopul binocular KRUSS,
MBL2000, OPTECH (Germania) la obiectivul cu puterea de marire 40x.

Fotografiile au fost obtinute cu ajutorul camerei digitale Power Shot SX170 (CANON,
Japonia).

Pentru vizualizarea bacteriilor, au fost pregatite preparate fixe (frotiuri). Frotiurile au fost

colorate prin coloratia simpla cu albastru de metilen si coloratia diferentiala — coloratia Gram.
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Coloratia simpla cu albastru de metilen

In calitate de colorant se utilizeaza solutia de albastru de metilen de 1%. Pe suprafata
preparatului uscat se adauga 1-2 picaturi de albastru de metilen, se coloreaza 1-2 minute. Apoi
frotiul se spala cu apa distilatd pana la obtinerea culorii albastra-pala, urmata de uscare [156].

Coloratia Gram

Frotiul pregdtit se usuca la temperatura camerei §i apoi se fixeaza asupra flacarii. Se
acopera frotiul fixat cu solutie apoasa de violet de gentiana si se lasa timp de 2—3 minute.
Colorantul se inlatura si frotiul se acopera cu solutia Lugol pentru 1-2 minute. Mordantul se
indeparteaza iar frotiul se spala cu amestec alcool etilic — acetona pana cand amestecul de spalare
nu se mai coloreaza . Lama microscopica se spala rapid cu apa distilata si se acopera cu fucsina
timp de 30-60 sec. Se indeparteaza fucsina si se spala frotiul cu apa de robinet, dupa uscare se
examineaza la microscop cu obiectivul cu imersie.

Bacteriile Gram pozitive rezista la decolorare, raimanand colorate in violet, iar cele Gram
negative sunt decolorate de alcool-acetona si recolorate in rosu-roz [156].

2.3.2. Determinarea numarului de microorganisme aerobe mezofile si facultativ anaerobe

Numarul total de bacterii, drojdii si micromicete intr-un 1ml de produs testat a fost
determinat prin insdmantarea in profunzime a suspensiei diluate succesiv pe mediu nutritiv solid
conform standardului SM EN 1SO 4833-1:2014. Pentru aceasta, s-a preparat o serie de dilutii
succesive in cutii Petri si incubate la temperatura 30«1 °C timp de 48 ore [28].

In culturile pe medii nutritive dense, toate coloniile crescute sunt numirate pentru a
estima numarul total de microorganisme viabile intr-o proba de produs. Coloniile se numara
vizual cu ajutorul unei lentile cu 0 marire de sase ori sau un dispozitiv special conceput pentru
numararea coloniilor.

2.3.3. Determinarea numarului de bacterii lactice

Dintr-un 1 ml de coagul format de o tulpina se prepara o serie de dilutii zecimale, astfel
incat sa fie posibila determinarea numarului de bacterii lactice viabile.

Numarul de bacterii lactice a fost determinat printr-o serie de dilutii a cate 1 cm® in doua
randuri paralele de tuburi cu lapte degresat steril, efectuat in conformitate cu metoda indicatd in
standardul GOST 10444.11 [20].

Pentru calcularea numarul total de bacterii lactice se evalueaza ultimele trei dilutii in care
laptele a fost coagulat. Se compune o caracteristica numerica constituita din trei cifre care indica
numarul de eprubete cu lapte coagulat. Prima cifra corespunde dilutiei in care laptele a fost
coagulat in doua eprubete succesive. Urmatoarele cifre indicd numarul eprubetei cu lapte

coagulat in doua dilutii paralele.
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Conform caracteristicilor numerice se gaseste cel mai probabil numar de microorganisme
lactice care se inmulteste cu cifra de dilutie de la care incepe caracteristica numerica [20].

2.3.4. Identificarea bacteriilor coliforme

Dintr-un 1 g de produs se prepara dilutia primara printr-o serie de dilutii zecimale, incat sa
fie posibila determinarea numarului estimat de bacterii coliforme sau cantitatea prevazuta in
documentul de reglementare pentru un anumit produs. Fiecare dilutie (in triplicat) se introduce in
eprubete cu mediu nutritiv pregatit conform standardului GOST 30518 [22]. Eprubetele se
termostateaza la temperatura de 37+1 ° C timp de 2442 ore. Daca nu se observa formarea bulelor
de gaz sau o turbiditate ce ar impiedica detectarea gazului, incubarea continua inca 24+2 ore.
Eprubetele in care se observa formarea gazului dupa 2442 ore sau dupa 48+2 ore sunt
considerate pozitive.

2.3.5. ldentificarea drojdiilor si micromicetelor

A fost efectuatd conform standardului GOST 10444.12 [21]. 1 g de produs se insamanteaza
in doua cutii Petri pe mediu solid, topit si ricit la 45+1 °C. In paralel, se toarnd 15-20 ml de
mediu intr-0 cutie Petri pentru a verifica sterilitatea acestuia. Cutiile Petri se incubeaza in
conditii aerobe la temperatura de 25+1 ° C timp de 5 zile. Dupa 3 zile de incubare se efectueaza
evaluarea preliminara al numarului de colonii crescute, iar dupa 5 zile - numarul final. La
necesitate, in cazul in care dupa 5 zile de incubare nu au fost depistate culturi de mucegaiuri si
(sau) drojdii, pentru detectarea micromicetelor si drojdiilor de crestere lenta, culturile sa lasa la
temperatura camerei timp de 1-2 zile suplimentar.

2.3.6. ldentificarea microorganismelor patogene, inclusiv Salmonella

Bacteriile din genul Salmonella pot fi prezente in produs in cantitati mici, de rand cu un
numar mare de alte bacterii din familia Enterobacteriaceae sau din alte familii. Prin urmare, este
obligatorie imbogatirea prealabila a culturii, necesara pentru detectarea unui numar mic de
bacterii din genul Salmonella. Conform Standardului SM EN 1SO 6579, 25 g de produs supus
analizei se incélzeste pana la 37+1 °C si se suspenda in apa peptonatd tamponata, urmat de
incubare la 3741 ° C timp de 18+2 ore. Culturile incubate se insamanteaza pe mediul agarizat si
termostateaza la 37+1 °C timp de 24+3 ore [29]. Coloniile suspectate a fi din genul Salmonella
se identifica ulterior prin teste biochimice si serologice specifice.

2.3.7. ldentificarea cantitativa a Staphylococcus aureus.

Toate mediile pentru identificarea Staphylococcus aureus se pregatesc conform metodelor
indicate n Standardul SM SR EN ISO 6888-2 [30]. 1 g de produs supus analizei se suspenda in
mediul nutritiv selectiv lichid. Eprubetele se incubeaza la 37 °C timp de 24-48 ore. Prezenta
estimativa a stafilococilor coagulazo-negativi in mediul lichid se determinata conform gradului

de turbiditate a mediului. Suprafata mediului selectiv diagnostic agarizat se insamanteaza cu
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inoculat din eprubetele estimate ca pozitive dupa 24 de ore si din toate eprubetele dupa 48 h.
Culturile se termostateaza la temperatura de 37 °C timp de 24-48 ore.

Prezenta prezumtiva a stafilococilor se determina dupa prezenta coloniilor tipice.
Confirmarea rezultatelor se efectueaza prin studierea coloratiei Gram, activitatii catalazei si
coagulazei. Confirmarea stafilococilor coagulazo-pozitivi se realizeaza prin determinarea
formarii acetonei, fermentarii in conditii aerobe a maltozei si, daca este necesar, determinarea
activitatii nucleazei termostabile si activitatii hemolitice [30].

2.3.8. Determinarea duratei de coagulare a laptelui

Activitatea fermentativa a tulpinilor de bacterii lactice din specia S. thermophilus a fost
estimati pe mediul cu lapte degresat. in eprubetele cu lapte s-a adaugat 3-5% de cultura cercetati
si s-a observat durata de coagulare a laptelui [156].

2.3.9. Evaluarea activitatii de acidifiere

Activitatea de acidifiere a tulpinilor de bacterii S. thermophilus a fost evaluata dupa gradul
de micsorare a pH-Iui laptelui fermentat de catre tulpina respectiva. Bacteriile au fost incubate in
lapte degresat steril la temperatura 40 °C timp de 3, 6, si 8 ore. Masurarea pH-lui s-a efectuat cu
ajutorul pH-metrului electronic HANNA (Germania). Aciditatea titrabila a laptelui a fost
determinata in conformitate cu standardul GOST 3624 [19]. Metoda consta in titrarea acizilor si
a sarurilor acide din lapte cu o solutie de hidroxid de sodiu, in prezenta unui indicator. Aciditatea
titrabila se masoara in grade Turner (T°). Aciditatea laptelui este cantitatea de solutie de hidroxid
de sodiu de 0,1 mol/L (in ml) , utilizat la titrarea a 10 ml de lapte, multiplicat x 10. Inainte de
analiza se prepara solutii standard de culoare roz: intr-un balon de 100 sau 250 ml se adauga 10
ml de lapte, 20 ml de apa distilata si 1 ml solutie de sulfat de cobalt pentahidrat (CoS04:5H0),
obtinandu-se o solutie de 25 g/L de sulfat de cobalt. Amestecul se agitd bine. Solutia standard
poate fi pastratd timp de maximum 8 ore la temperatura camerei. Pentru efectuarea analizei se
amesteca 10 ml de lapte si 20 ml de apa distilata, se adauga trei picaturi de solutie alcoolica de
fenolftaleind cu concentratia de 10 g/L. Amestecul se agita bine in decurs de 1 min. i se titreaza
cu solutie 0,1 mol/L de hidroxid de sodiu pana la disparitia culorii roz [19].

2.3.10. Determinarea capacitatii de fermentare a carbohidratilor

Pentru prepararea mediului pentru determinarea fermentarii hidratilor de carbon, la 100 ml
lapte hidrolizat steril (pH 6,7 - 6,8) se adauga 1 ml solutie sterild de indicator Andrade. La acest
mediu se adauga cate 1% de carbohidrat (lactoza, ramnoza, zaharoza s.a.) cu concentratia de
10% (supuse sterilizarii la 112 °C si 0,5 atm.), se adaugd tulpina studiatd si se cultiva la
temperatura optimala timp de 48 ore. Se urmareste schimbarea culorii mediului: culoarea roz
intens indica ca tulpina a fermentat carbohidratul; culoarea roz pal constata o fermentare slaba,

lipsa colorarii demonstreaza lipsa fermentatiei [156].
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2.3.11. Descompunerea esculinei

Pentru determinarea acestui indice, bacteriile se insamanteaza pe placile Petri continand
mediul cu urmatoarea componenta : peptona din cazeina - 0,5%, extract de carne - 0,3%, citrat
de fier - 0,05%, esculina - 0,1%, agar - 1,5%, pH - 6,6. Bacteriile se cultiva la 42 °C timp de 12
ore. Hidroliza esculinei este indicata de innegrirea mediului din jurul coloniilor [69].

2.3.12. Determinarea capacitdtii de sinereza

Proba de lapte fermentat cu masa cunoscutd se mentine in frigider la 4 °C, dupa care se
colecteaza zerul eliminat pe suprafata probei si se determind masa probei de lapte fermentat fara
zer. Capacitatea de sinereza estre exprimata prin greutatea zerului in % fata de greutatea initiald a
probei de lapte fermentat [49, 106].

2.3.13. Determinarea duratei de coagulare a laptelui inoculat

Laptele integral fiert se inoculeazad cu 3% de inoculum (dupa 16 — 18 ore dezvoltare), se
termostateaza la temperatura optima pana la coagulare. Se urmareste timpul in care s-a format
coagulul. Acest indice exprima la fel si activitatea tulpinii [156].

2.3.14. Determinarea limitei de acidifiere a laptelui

In 10 ml lapte steril degresat se introduce cu ansa cultura cercetati si se termostateazi la
temperatura optima timp de 7 zile. Dupa aceasta se determind aciditatea titrantd, ce
caracterizeaza limita de acidifiere a laptelui de catre tulpina [23].

2.3.15. Determinarea rezistentei bacteriilor la temperaturi inalte

Rezistenta bacteriilor lactice la temperaturile de 60 °C si 65 °C timp de 30 minute se
verificd in felul urmator: laptele degresat si sterilizat se repartizeaza in eprubete cate 5 ml si se
inoculeaza tulpina cercetatd cu ansa. Se agita pentru omogenizare i se termostateaza 4 ore la
temperatura de 37°C. In continuare eprubetele se introduc in baia de api la diferite temperaturi
60°C, 63°C, 65°C, timp de 30 minute, apoi se racesc. In final probele se termostateaza la
temperaturd optima inca 24 ore pentru a urmari daca tulpinile au rezistat la temperaturi. Daca au
rezistat, atunci vor modifica aciditatea mediului sau chiar vor coagula laptele [156].

2.3.16. Determinarea calitativa a activitatii catalazei

Reactia calitativd de determinare a activitatii catalazei se bazeaza pe capacitatea catalazei
de a descompune peroxidul de hidrogen in oxigen si apa. Pe lama cu 1-2 picaturi de peroxid de
hidrogen 3% se adauga o picatura de suspensie a culturii cercetate. Eliminarea bulelor de oxigen
indica o activitate pozitiva. [156].

2.3.17 Determinarea eliminarii de CO,

Metoda constd in determinarea ridicarii nivelului coaguluilui format in urma incalzirii
pani la 90 °C a unei probe de lapte inoculat cu cultura cercetati. In cazul cand cultura formeaza

dioxid de carbon, coagulul devine spongios si nivelul sau deasupra zerului creste de la 0,6 pana
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la 2-3 cm si mai mult [156].

2.3.18. Determinarea formarii amoniacului din arginina

Se prepara mediu nutritiv lichid alcatuit din peptona - 0,05 g/, K,HPO0,4- 0,02 g/l, glucoza -
0,005 g/l , I-arginina- 0,03 g/l (pH 6,8 - 7,0). La 2 ml mediu steril se descarca o ansa de tulpina
cercetatd si se termostateaza la 30°C timp de 48 ore. Prezenta amoniacului se determind cu
ajutorul reactivului  Nessler. Aparitia sedimentului de culoare portocalie sau maro indica
capacitatea tulpinii de a hidroliza arginina. Daca cultura cercetata nu formeaza amoniac, atunci
mediul ramane straveziu [156].

2.3.19. Determinarea cresterii in mediul cu NaCl

In mediul de lapte hidrolizat se adauga NaCl in cantitate de 2%, 4% si 6,5%. Se inoculeaza
cu tulpinile testate (o ansd la 10 ml) si se incubeazd la temperatura optima 24 - 48 ore. La
sfarsitul perioadei de termostatare se constata prezenta sau absenta cresterii [156].

2.3.20. Determinarea rezistentei bacteriilor lactice la mediul alcalin

Se determind capacitatea de crestere a culturii cercetate in lapte hidrolizat cu pH alcalin
stabilit (pH 9,2 pentru streptococii lactici mezofili), cu ajutorul solutiilor sterile de Na OH (2N)
si H3PO4 (2N). Culturile se termostateaza la temperatura de 30 °C (timp de 48 ore la cercetarea
streptococilor lactici mezofili). Cresterea sau lipsa cresterii se determina vizual dupa prezenta
sau lipsa turbiditatii. Se examineaza selectiv la microscop [156].

2.3.21. Determinarea dezvoltarii in mediu cu albastru de metilen

Testul se efectueaza 1n lapte degresat steril cu adaos de 0,1% solutie albastru de metilen
insamantat cu cultura cercetata, apoi incubat timp de 48 ore la temperatura optima. Se urmareste
coagularea si indlbastrirea pe verticald (de sus in jos). Se diferentiaza lactococii termofili, care nu
sunt rezistenti si cei mezofili care se dezvoltd in mediul cu albastru de metilen [156].

2.3.22. Determinarea cregterii in lapte turnesolat

Mediul de lapte turnesolat se inoculeazd cu cultura cercetatad, se termostateaza la
temperatura de 45 °C timp de 24 ore si se urmaresc modificarile: reducerea, acidificarea,
schimbarea culorii si coagularea laptelui turnesolat. Se diferentiaza culturile mezofile si cele
termofile. Tulpinile S. thermophilus coaguleaza si reduc laptele turnesolat [78].

2.3.23. Determinarea producerii de acid lactic

Se urmareste acumularea de acid lactic dupa fermentarea laptelui de catre culturile
studiate. Aciditatea se determina prin titrare cu NaOH 0,1N. (conform 2.3.9). Pentru determinare
se ia in consideratie faptul ca 1 ml NaOH 0,1N corespunde 0,009 g acid lactic.

2.3.24. Metoda de determinare a proprietatilor antagoniste ale bacteriilor lactice

Pentru determinarea proprietdtilor antagoniste ale bacteriilor lactice a fost utilizata

metoda godeurilor [136]. In calitate de culturi patogene de referinti au fost utilizate
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microorganismele: Staphilococcus aureus ATCC® 25932™ si  Escherichia coli ATCC®
25922™, Pentru culturile de referintd au fost utilizate mediile nutritive specifice fiecareia. Pe
mediul agarizat distribuit Tn placi Petri si populat cu cultura de referintd respectivd au fost
sfredelite cu sfredel steril godeuri de diametru 6-8mm, care au fost inlocuite prin culturi de
bacterii lactice studiate. Cutiile Petri au fost incubate timp de o zi la temperatura de 37°C. A fost
determinat diametrul zonei de inhibitie a cresterii tulpinilor patogene de referinta. [156].
culturii de referinta la antibiotice, conform gradatiei lui M. Birgher [132]:

o zonei pana la 10 mm — sensibilitate scazuta;

o zonei 11-15 mm — sensibilitatea medie;

@ zonei 15-25 mm — sensibile;

o zonei mai mare de 25 mm — sensibilitate sporita

2.3.25. lzolarea exopolizaharidelor

Coagulul cu volumul de 100 ml se centrifugheaza (8000 rot/min) timp de 30 min la
ROTINA 38R (Hettich®, Germania), supernatantul se decantateaza intr-un balon separat. La
sediment se adaugd 2-4 mL apd distilatd, se agitd bine, se centrifugheaza din nou si se
decanteaza. Operatiunea de spalare a coagulului se repeta de 5 — 7 ori pana la reactia negativa a
supernatantului la carbohidrati, determinata prin metoda fenol sulfurica (la 1mL de supernatant
se adduga ImL de solutie apoasa de fenol 5% si 5 mL de acid sulfuric concentrat) . In prezenta
carbohidratilor lichidul din eprubetd devine rosu de diferitd intensitate in functie de cantitatea
glucidelor [32]. Supernatantele acumulate se reunesc, proteinele se precipita cu solutie de acid
tricloracetic 50%, prin adaugare a 90 mL de acid la 10 mL de supernatant. Proteinele precipitate
se separa prin centrifugare la 3000 rot/min timp de 90 min. La supernatant se adduga un volum
dublu de etanol (96%), si se mentine la temperatura de 2 - 4 °C timp de 24 ore. Precipitatul
obtinut, se separd de supernatant prin centrifugare la 3000 rot/min timp de 90 min, se usuca pana
la o greutate constanta intr-un exsicator cu clorura de calciu, timp de 48 ore [65].

2.3.26. Asocierea tulpinilor pentru obtinerea culturilor starter pentru iaurt

Intr-un pahar conic Erlenmayer cu lapte degresat steril se adauga cite 0,5% suspensie de
fiecare tulpina. Paharele se plaseaza in incubator la 4341 °C. Se monitorizeaza timpul de formare
a coagulului. Peste 3 ore de la Inceputul incubarii se verificd rata de crestere a ambelor tipuri de
microorganisme prin examinare microscopicd. Se selecteaza combinatiile care au coagulat
laptele minimum in 3 ore si pe frotiul microscopic al carora se observa cel putin 2-3 bacterii
lactice si o dezvoltare abundenta a streptococilor [156]. De regula, culturile starter pentru iaurt se
compun din speciile S. thermophilus si Lb. bulgaricus avand o activitate medie de acidifiere a

laptelui timp de 5-7 ore. Culturile starter se preparara dupa schema prezentata in figura 2.6.
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Fig.2.6. Schema de obtinere a culturilor starter pentru iaurt.

2.3.27. Determinarea caracteristicilor organoleptice ale culturilor starter

Laptele pasteurizat la temperatura de 43+1 °C se inoculeaza cu 1-1,5% de cultura.
Fermentarea laptelui se efectueaza la aceeasi temperaturd; dupa formarea coagulului dens laptele
fermentat se rdceste si se plaseazd in frigider la 4+2 °C. A doua zi se face degustarea si se
selecteaza culturile care au format coagul dens, cu aroma de lapte curat si gust caracteristic [156].

2.3.28. Determinarea stabilitatii culturilor starter

Pentru acest test culturile starter se cultiva la temperatura 43+1 °C in lapte degresat steril
timp de 15 zile. In eprubete cu lapte degresat steril se introduce 1% de cultura starter. Incubarea
se face pana la obtinerea coagulului, dar nu mai mult de 3 ore. Apoi coagulul se studiaza prin
microscopie pentru a observa raportul tulpinilor de S. thermophilus si L. bulgaricus. Prezenta a
5-15 bacili in campul vizual cu dezvoltare abundenta a streptococilor este cel mai favorabil
raport de microorganisme [156].

2.3.29. Determinarea viscozitatii produsului

Proprietatile reologice ale probelor de iaurt elaborate au fost studiate la reometrul digital

BROOKFIELD DV-llII, gestionat de un calculator personal cu ajutorul programului Rheocalc 32.
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Masurdrile se efectueaza cu viteza de rotatie a axului de pana la 200 rot/min la temperatura de 25
°C [144].

2.3.30. Determinarea continutului de grasime prin metoda acido-butirometrica

Determinarea continutului de grisime se efectueazi conform SM ISO 11870 [27]. in
butiromertul pentru lapte se pun 10 mL acid sulfuric, 5 mL produs lactat acid si 6 mL de apa
distilata. Apoi se adauga 1 mL de alcool izoamilic. Se astupa butirometrul cu un dop de cauciuc
prin insurubare §i se omogenizeaza. Dupd omogenizare, se centrifugheaza timp de 5 minute la
1000-1200 rot /min, apoi se pune la baia de apa cu temperatura de 65° C. Pe tija butirometrului
se citeste continutul de grasime, iar valoarea indicata se inmulteste cu 2,2.

2.3.31. Determinarea microstructurii iaurturilor

Mostrele de iaurt congelate la temperatura de minus 18°C au fost uscate la temperatura
camerei si colorate timp de 10 min cu Erlich-hematoxilina, apoi cu o solutie apoasad de eozina.
Studierea microscopicd a fost efectuatda la microscopul optic binocular (OPTECH, Biostar
B3,Germany) [167]. Fotografiile au fost obtinute cu ajutorul camerei digitale PowerShot SX170
(CANON, Japonia).

2.3.32. Determinarea continutului apei in concentratele bacteriene.

Continutul apei in concentratele bacteriene liofilizate se efectueaza conform GOST 3626
[20]. intr-o fiola se introduc 10-15 g nisip, se usuca timp de 30 min in etuva la temperatura de
103+£2° C. Apoi fiola se inchide cu capac, se scoate din etuva si Se raceste intr-un desicator la
temperatura camerei. Dupa récire fiola se cantareste cu o eroare de + 0,001 , apoi se adauga 10 g
de proba cantarita cu o eroare de + 0,001 g, se amesteca bine cu nisipul din fiola si se plaseaza in
etuva de uscare la o temperaturd de 103 °C. Uscarea se efectueaza timp de 4+0,1 ore de la
momentul 1n care temperatura din etuva atinge 103 °C. Dupa 4 ore fiola se inchide cu capac, se
scoate din etuva si se raceste la temperatura camerei intr-un desicator. Apoi, se cantareste CU O
eroare de + 0,001 g. Daca modificarea masei este mai mare de 0,1% din masa initiala a probei,
atunci uscarea se repeta pand cand masa nu va deveni constanta.

Continutul de apa se calculeaza dupa formula:

Api(%) = % 100, (2.1)

1

unde: G —masa fiolei cu nisip, (g);
G; — masa fiolei cu nisip si proba inainte de uscare (g);
G, — masa fiolei cu nisip si proba dupa uscare (g);

100 — factor de conversie in procente.
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2.3.33. Izolarea si purificarea ADN-ului

O colonie de culturd purd a unei tulpini bacteriene, dupa cultivarea pe mediu solid (M17
geloza) se inoculeaza in 5 mL de mediu lichid (M17 bulion) si se incubeaza timp de 24 de ore la
37°C. Separarea celulelor bacteriene se realizeaza prin centrifugarea 1 ml de suspensie
bacteriana timp de 10 minute la 5000 rot/min. Se indeparteaza supernatantul, sedimentul se
spala cu 500 ml de apa distilata sterila si se centrifugheaza din nou (5000 rot/min). Pentru a izola
ADN-ul din celule se utilizeaza kit-ul Blood & Tissue Kit DNeasy (Qiagen). Izolarea ADN-lui
se efectueaza conform DNeasy® Blood & Tissue Handbook in mai multe etape: liza celulara cu
detergenti, sedimentarea proteinelor si deproteinizarea cu solutii saline concentrate si solventi
organici, sedimentarea ADN-ului cu alcool etilic absolut rece si recuperarea sa prin centrifugare.
Ulterior are loc purificarea ADN-ului prin deproteinizare repetata si tratare cu ARN-aza [63].

2.3.34. Determinarea concentratiei de ADN izolat

Avand in vedere faptul ca in marea majoritate a cazurilor valoarea concentratiei de ADN
este importantd pentru manipuldrile ulterioare ale acestuia, este absolut necesar ca inainte de
determinarea concentratiei sd se estimeze gradul de puritate a extractului, si respectiv,
determinarea exacta a concentratiei [33].

Concentratia ADN-lui izolat si purificat a fost determinata prin fluorimetrie. Initial, a fost
construitd curba de calibrare, cu utilizarea a 8 concentratii de ADN Labda (ADN standard al
fagului labda al E.coli). Pentru colorare a fost utilizat Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay Kit
(Invitrogen, Carlsbad, California, USA). Pentru masurarea intensitatii fluorescentei (excitatie la
420 nm, emisie la 520 nm) a fost utilizat dispozitivul Safire’ (Tecan, Grodig bei Salzburg,
Austria). Rezultatele masurarilor au fost prelucrate cu ajutorul soft-ului Magellan (Tecan).

2.3.34. Amplificarea fragmentelor ADNr 16S cu utilizarea reactiei de polimerizare in lant
(PCR- Polimerase Chaine Reaction)

Reactia PCR este o metoda de amplificare exponentiala enzimatica in vitro a unui
fragment de ADN, constituitd din cicluri succesive de replicare a secventei nucleotidice,
utilizand doi primeri ce flancheaza regiunea tinta si hibridizeaza cu cele doud catene ADN, care
contin regiunea ce va fi amplificatd. Reactia constd dintr-o succesiune de etape, ce necesitd
diferite temperaturi de lucru: denaturarea ADN, legarea primerilor si amplificarea ADN.

Pentru amplificarea genelor ce codifica pentru ARNr 16S au fost utilizati primerii
universali 27f (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) si 1492r (5-
TACGGYTACCTTGTTACGACTT) si aplicata tehnica de amplificare PCR Veriti 96 (Applied
Biosystems, Foster City, California, SUA) conform protocolului experimental. Componenta

amestecului de reactie (MasterMix) este prezentata in Tabelul 2.1

57



Tabelul 2.1. Componentele si volumul utilizat la realizarea reactiei PCR

Componentele Volumul (ul)
Primer sens 27f 0,3
Primer antisens 1492r 0,3
Tampon PCR 2,5
MgCl, 2,5
dNTP 200uM 0,5
Taq ADN Polimeraza Cheetah® 0,3
H,O deionizata 15,6

Tabelul 2.2. Etapele reactiei PCR

Temperatura si durata

35 de cicluri

Etapa initiala | Denaturare Hibridizare Extindere Extensie finala | Etapa finala

1 ciclu

95°C—-2min | 94°C—-1min | 54°C—1min | 72°C—-2min | 72°C — 10 min o 4°C

Dupa finalizarea reactiei PCR se efectueazd electroforeza in gel de agarozd pentru
vizualizarea produselor de amplificare.

2.3.35. Electroforeza in gel de agaroza

Electroforeza este o metodd fizico-chimica ce se bazeaza pe fenomenul migrarii unor
particule incarcate electric intr-un mediu solid sub actiunea unui camp electric extern. Principiul
general al electroforezei acizilor nucleici consta in faptul cd la pH neutru sau alcalin acizii
nucleici au sarcina totald negativa si vor migra spre electrodul pozitiv. Moleculele migreaza in
gel cu viteze diferite, in functie de dimensiuni.

Conform protocolului experimental, se realizeaza urmatoarele etape:

1)Prepararea gelului de agaroza de concentratia 1% (0,4 g de agaroza in 40 ml tampon
TAE 1X), topirea prin incdlzire si colorarea cu 4 pl de colorant GelRed pentru a permite
vizualizarea ulterioard a ADN, turnarea gelului cald (50°C) in tdvita tancului de electroforeza,
care se lasa timp de 30-40 min la temperatura camerei pentru solidificare.

2) Pregatirea probelor de ADN care se amesteca cu tamponul si se incdrca cu mare atentie
in godeuri cu o pipeta automata.

3) Pornirea electroforezei prin conectarea la sursa de curent fixata la o tensiune constanta

400 V. Durata migrarii este de 60-90 min.
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4) Vizualizarea moleculelor ADN din gel cu ajutorul unui transiluminator UV(UVP,
Upland, California, USA). In calitate de sursa de alimentare se foloseste PowerPac Basic (BIO
RAD, Hercules, California, USA) [63].

2.3.36. Identificarea tulpinilor bacteriene prin tehnica Rep-PCR

Rep-PCR este o metoda de bazd in biologia moleculara potrivitd pentru identificarea si
clasificarea rapida a microorganismelor. Aceasta tehnica permite amplificarea secventelor
repetitive ale ADN-ului organismelor procariote, folosindu-le drept situsuri pentru primerii
oligonucleotidici. Produsii de amplificare se separa prin electroforeza, fiecare specie sau chiar
tulpina prezentand un profil diferit.  Primerul GTGs (5 'GTG GTG GTG GTG GTG 3') este
foarte potrivit pentru tipizarea bacteriilor lactice, metoda Rep-PCR avand o facultate
discriminatorie mai mare in diferentierea tulpinilor apropiate.

Pentru tipizarea a 5 tulpini S. thermophilus si 1 tulpina de referinta a fost aplicata reactia de
amplificare cu utilizarea primer-ului GTGs, si programul PCR ce include: denaturarea initiala (7
min la 95°C), amplificare (40 cicluri, 1 min la 94°C, 1 min la 53°C, 8 min la 65°C), elongare
finald (16 min la 65°C). Produsii de amplificare au fost separati prin electroforeza in gel de
poliacrilamida si evidentiati Tn lumind UV dupa o colorare prealabild cu un colorant specific.
[33].

2.3.37. Spectroscopia in infrarosu cu transformanta Fourier (FTIR — Fourier Transform
Infrared Spectroscopy)

Identificarea microorganismelor prin aceastd metodd se bazeaza pe compozitia chimica a
materialului celular. Spectroscopia FTIR are la baza o sursd de lumina cu radiatie infrarosie, care
trecand prin proba studiatd, provoaca miscari sub forma de vibratii, datorita faptului ca legaturile
chimice din interiorul moleculelor absorb energie de la fotoni. Vibratiile ofera informatii despre
structura chimica a probei si apar sub forma unui spectru.

Toate spectrele tulpinilor de S. thermophilus au fost analizate folosind software-ul OPUS
pe intervale de frecventi spectrale totale (4000-500 cm™) sau pe ferestre spectrale unice: W1
(3100-2800 cm™) — regiunea acizilor grasi; W2 (1800-1500 cm™) — regiunea amidica; W3 (1500-
1200cm™) — regiunea mixti care contine informatii despre proteine, acizi grasi si fosfati; W4
(1200-900 cm™) — regiunea polizaharidicd; W5 (900-700 cm™) — adevirata amprenta digitala —
cu vizualizarea catorva modele spectrale specifice, care incad nu sunt atribuite componentelor
celulare sau grupurilor functionale.

Bacteriile lactice se cultiva in mediul M17 (Merck) timp de 16 ore la 37 °C cu agitare lenta
de 2 Hz. Dupa efectuarea dilutiilor zecimale in 0,9% NaCl, un volum de 0,2 ml de suspensie din
dilutiile 10-3, 10-4 si 10-5, se insamanteaza prin epuizarea ansei pe mediul agarizat M17.
Culturile se termostateaza timp de 72 ore la 37 °C. Din placile Petri, 2-3 colonii separate sunt
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preluate cu ansa si suspendate in 100 pl de apa distilatd. Suspensia ce contine celule intregi se
agitad timp de 1 min, apoi 35 ul de suspensie se transfera in celulele speciale de pe placa de
masurare spectroscopica. Placa cu probe se usuca la 37 °C timp de 45 de minute si imediat sunt
supuse masurarii spectroscopice prin metoda de transmisie la o lungime de unda de 4000 cm™ s
500 cm™, folosindu-se un spectrofotometru FTIR echipat cu modulul HTS-XT (Bruker Optics,
Ettlingen, Germany). Fiecare probi se scaneaza de 32 de ori, la o rezolutie de 4 cm™ si o viteza
de scanare de 0,5 cm/s. Spectrele sunt prelucrate prin software-ul OPUS (Bruker), prin
calcularea primului derivat al algoritmului Savitzky - Golay cu 9 puncte de atenuare si vectorul-
normalizare in regiunea 1780-720 cm™ [87]

2.3.38. Procesul de liofilizare a bacteriilor lactice

Pentru pastrarea culturilor de bacterii lactice selectate a fost utilizatd statia pilot a

laboratorului de Biotehnologii alimentare a ISPHTA formata din: bioreactorul Biostat Sartorius

A+, centrifuga cu racire Rotina 38R si liofilizatorul LABCONCO Freeze Dry System (Figura
2.7).

Fig. 2.7. Aparatajul utilizat pentru cultivarea, concentrarea si liofilizarea bacteriilor lactice:
a) Bioreactorul Biostat Sartorius A plus; b) Centrifuga cu ricire Rotina 38R;
c) Liofilizatorul LABCONCO.

Liofilizarea este un procedeu de conservare prin uscare care constd in eliminarea apei
dintr-un produs congelat in prealabil prin sublimarea sub vid (adica trecerea directa a apei din
stare solida in stare de vapori) si printr-un aport dirijat de caldura [127]. Procesul de liofilizare se
efectueaza prin congelarea si uscarea suspensiei in vid 57 Pa direct din stare congelata, evitand
faza lichida. In aceste conditii bacteriile se pastreaza in stare de anabiozi cu metabolism limitat.

Liofilizarea a fost efectuata in instalatia de marca Labconco, conform procedeului elaborat
in Laboratorul de biotehnologii alimentare ISPHTA [52]. Biomasa bacteriana a fost separata de
lichidul cultural prin centrifugare la 11000 rot/min, timp de 30+2 min. Sedimentul a fost
resuspendat in mediul protector in raport de 1:1 si repartizat a cate 4 ml in flacoane sterile cu
capacitatea de 10 ml pentru liofilizarea ulterioara. Flacoanele cu suspensie au fost congelate la
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temperatura de -40°C. Treptat temperatura S-a ridicat pana la +27 °C, pentru eliminarea
maximala a umiditatii. Durata procesului de liofilizare - 20+2 ore.
2.3.39. Analiza de regresie
Analiza de regresie constd in determinarea relatiei expresiei analitice (ecuatia de

regresie), in care schimbarea caracteristicilor efective (ex. aciditatea titrabild si activa, numarul
de bacterii viabile) se datoreaza influentei unui factor (ex. durata de cultivare a tulpinii). Ea se
realizeaza cu scopul de a gasi modelul de regresie, care exprima rezultatele experimentelor
maximal corect (modelul de regresie rational).

- Construirea intervalului de incredere

Construirea intervalului de incredere a fost efectuata conform cerintelor stabilite in
Standardul GOST 8.207 ,,Sistem de stat pentru asigurarea uniformitatii masuratorilor. Masuratori
directe cu observatii multiple. Metode de prelucrare a rezultatelor observatiilor. Principii de
baza” si GOST R 50.1.037 ,,Recomandari pentru standardizare. Statistici aplicate. Reguli de
verificare a coinciderii distributiei experimentale cu cea teoretica” [18,153].

Utilizand MO Excel a fost construite intervalele de incredere pentru parametrii medii ai
indicilor de aciditate activa a laptelui in timpul dezvoltarii tulpinii (Tab.2.3 si 2.4).

- Determinarea punctelor stationare dupa modelul optimal

Pentru determinarea punctului in care maximumul absolut al functiei poate fi asteptat in
regiunea cercetata au fost construite curbele ce descriu cinetica dezvoltarii tulpinilor studiate la
inceputului fazei logaritmice prin modelul polinomial de ordinul 3 (temperatura de cultivare 32
°C i 40 °C) (fig. 2,8 51 2.9).

Tabelul 2.3. Calculul intervalelor de incredere

Streptococcus thermophilus CNMN-LB-50
Aciditatea titrabila, °T

Timp, ore x1 X2 x3 xmed x1-xmed Xx2-xmed
0 6,5 6,5 6,6 6,533333 -0,03333 -0,03333

3 6,45 6,4 6,5 6,45 0 -0,05
5 6,3 6,3 6,4 6,333333 -0,03333 -0,03333
7 6,1 6,2 6,2 6,166667 -0,06667 0,033333
9 5,9 5,8 5,9 5,866667 0,033333 -0,06667
10 5,6 5,65 5,6 5,616667 -0,01667 0,033333
11 5 51 5,15 5,083333 -0,08333 0,016667
12 4,7 4,8 4,7 4,733333 -0,03333 0,066667
13 4,6 4,7 4,6 4,633333 -0,03333 0,066667
14 4,5 4,5 4,6 4,533333 -0,03333 -0,03333
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Tabelul 2.4. Calculul intervalelor de incredere

(x1-xmed)? (x2-xmed)? | (x3-xmed)? fr(;:d)’ Variation Confidence Conf1 Conf 2
0,001111111 | 0,00111111 | 0,00444444 | 0,00666667 | 0,002222 0,002514635 | 6,530819 | 6,535848
0 0,0025 0,0025 0,005 | 0,001667 0,001885976 | 6,448114 | 6,451886
0,001111111 | 0,00111111 | 0,00444444 | 0,00666667 | 0,002222 0,002514635 | 6,330819 | 6,335848
0,004444444 | 0,00111111 | 0,00111111 | 0,00666667 | 0,002222 0,002514635 | 6,164152 | 6,169181
0,001111111 | 0,00444444 | 0,00111111 | 0,00666667 | 0,002222 0,002514635 | 5,864152 | 5,869181
0,000277778 | 0,00111111 | 0,00027778 | 0,00166667 | 0,000556 0,000628659 | 5,616038 | 5,617295
0,006944444 | 0,00027778 | 0,00444444 | 0,01166667 | 0,003889 0,004400611 | 5,078933 | 5,087734
0,001111111 | 0,00444444 | 0,00111111 | 0,00666667 | 0,002222 0,002514635 | 4,730819 | 4,735848
0,001111111 | 0,00444444 | 0,00111111 | 0,00666667 | 0,002222 0,002514635 | 4,630819 | 4,635848
0,001111111 | 0,00111111 | 0,00444444 | 0,00666667 | 0,002222 0,002514635 | 4,530819 | 4,535848
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Fig. 2.8. Cinetica dezvoltarii tulpinilor producatoare de EPS la 32°C.
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Fig. 2.9. Cinetica dezvoltarii tulpinilor producatoare de EPS la 40°C.
In toate punctele analizate proximitatea modelului matematic de cel experimental (adici,
R%=l sau 0,99) se obtine prin aproximarea datelor experimentale, utilizdndu-se ecuatia

polinomiald de ordinul al treilea. Avand in vedere ca scopul urmarit al identificérii structurale
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constd in obtinerea modelului optimal de ordinul cel mai mic, presupunem cd@ modelul optimal ar
fi X

experimentelor.

De aceea, modelul polinom de ordinul trei cel mai adecvat descrie rezultatele

A fost important insd de a se gasi punctul de trecere, folosind metodele de analiza
matematica dupa modelul optimal. Prin construirea dependentelor experimentale (numarul de
celule in timpul cultivarii) au fost gasite punctele, in care poate fi asteptat max. absolut al
functiei 1n zona cercetate. Extremele obtinute dupd modelele matematice sunt relativ apropiate,
si coincid aproximativ cu extremele obtinute in cadrul experimentului, ceea ce confirma faptul ca
experimentul a fost efectuat cu exactitate acceptabila.

Evaluarea comparativd ale extremelor modelelor dependentei de ordinul al treilea (2°)
este prezentatd in Tabelul 2.5.

Tabelul 2.5. Tabelul rezumativ ai extremelor pentru estimarea numarului de bacterii lactice (y).

Ecuatiile de regresie Extremele Extremele
obtinute in conform
rezultatul modelului
experientei matematic
X y X y

Cultivare la temperatura 32°C
y =-0,0189x° + 0,1549x, + 0,3077x + 5,6165 12 9,02 12,35 8.977
y =-0,0014x° - 0,0299x° + 0,7217x + 5,1495 14 8,28 12,276 8,148
Cultivare la temperatura 40°C
y = 0,0203x° - 0,385x” + 2,0546x + 5,6217 5 9,0 4,67 8,984
y = 0,025x3 - 0,4607x" + 2,4143x + 4,82 5 8,7 5 8,714

- Analiza de regresie liniara

In rezultatul prelucrarii matematice a datelor experimentale a fost obtinute ecuatiile de
regresie de ordinul al treilea, care descriu adecvat dependenta aciditatii active (y) de durata
cultivarii (X).

Pentru determinarea modelului optimal din datele experimentale se efectueaza
identificarea structurald si anume aproximatia datelor prin ecuatii polinomiale de diferite ordine,
in scopul determindrii ecuatiilor optimale de ordin minimal, cu calculul coeficientului de
determinare (sau de corelatie R?), care demonstreazi cat de exact este modelul de regresie
obtinut, cu alte cuvinte gradul de proximitate al dependentei experimentale si modelul sdu
matematic. Va fi considerata optimala ecuatia si, prin urmare, modelul de ordinul corespunzator,

coeficientul de determinare al careia va fi egal sau apropiat de 1. Rezultatele sunt prezentate in

Tab. 2.6 §i 2.7.
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Tabelul 2.6. Identificarea structurald a curbelor experimentale a parametrilor estimati in timpul

dezvoltarii tulpinii la temperaturd de 32+1 °C

Gradul de | Ecuatiile de regresie Coeficientul de

aproximare determinare (R?)
Aciditatea

1 y =-0,2632x + 6,9933 R?=0,9445

2 y = -0,001x° - 0,2519x + 6,9708 R2=0,9446

3 0,0089x3 - 0,1484x” + 0,4279x + 6,2043 R2=0,9853
Numarul de bacterii viabile

1 y =0,3624x + 4,8898 R2=10,9161

2 y =-0,0351x" + 0,7841x + 3,9762 R2=0,9833

3 y = -0,0051x° + 0,0568x" + 0,3234x + 4,5338 R2=0,9935

4 y = 0,0012x"— 0,0343x" + 0,2894x°— 0,3633x + 5,1037 R2=0,9974
Cantitate de EPS

1 y=7,6986x+2,3178 R>=0,8378

2 y = -0,1525x" + 9,3764x — 1,0378 R?=10,8399

3 y =-0,0667x" + 0,9485x" + 4,2981x + 4,6878 R?=0,8423

4 y = -0,2183x" + 4,7363x°— 34,201x° + 100,36x — 70,239 | R2=0,9768

Tabelul 2.7. Identificarea structurald a curbelor experimentale a parametrilor estimati in timpul

dezvoltarii tulpinii la temperaturd de 40+1 °C

Gradul de

Ecuatiile de regresie

Coeficientul

de

aproximare determinare (R?)
Aciditatea activa
1 y=-0,3238x+6,7667 R2=0,9819
2 y = 0,0167x°— 0,4571x + 6,9667 R2=0,9898
3 y = 4E-15x° + 0,0167x° — 0,4571x + 6,9667 R2=0,9898
4 y =-0,0018x" + 0,0283x° — 0,1361x° — 0,14x + 6,7667 R2=0,9902
Numarul de celule viabile
1 y = 0,4982x + 5,5714 R2=0,8794
2 y = -0,0649x2 + 1,0173x + 4,7929 R2=0,9241
3 y = -0,0486x3 + 0,5185x2 - 0,9758x + 6,5429 R2=0,9887
4 y =0,0078x" - 0,1729x> + 1,1896x" - 2,3691x + 7,4214 | R2=0,9921
Cantitate de EPS
1 y = 8,85x + 2,4714 R2=0,6357
2 y = -3,4x2 + 36,05x - 38,329 R2=0,9172
3 y =-0,9972x3 + 8,5667x2 - 4,8361x - 2,4286 R2=0,9795
4 y = 0,1511x" - 3,4154x° + 21,629x” - 31,954x + 14,671 | R2=0,9825
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2.3.40. Planificarea matematica a experientelor de optimizare a mediului de protectie

Optimizarea mediului de protectie pentru liofilizarea bacteriilor lactice a fost realizata prin
elaborarea modelelor matematice adecvate privind calculul indicelui de viabilitate a tulpinilor
liofilizate, luand in consideratie toate interactiunile posibile intre agentii de protectie utilizati.

Planificarea matematici a experimentelor presupune elaborarea unei scheme
experimentale, compuse din date structurate, in care sunt reflectate toate combinatiile posibile
intre factorii de influenta. Aceste date definesc matricea experientelor sau matricea-sistem al
experimentului planificat [12].

In practica experimentelor planificate, factorilor de influent li se atribuie cate doud nivele
de variatie: un nivel superior Xsyp si un nivel inferior, Xjnt. Aceste doud nivele sunt alese la
distanta egald fatd de nivelul central Xy al factorului de influentd, numit si nivel de baza sau
punctul zero, care indicd valoarea factorilor de influentd in jurul cdrora trebuie sa se realizeze
modelarea experimentald. Intervalul limitat de valorile inferioare si superioare ale factorilor de
influentd defineste domeniul experimental. Toti factorii de influentd pot lua valori in acest
interval de variatie considerat. Pentru simplificarea modului de prezentare si in vederea
generalizarii matricelor-sistem ale experimentelor factoriale, se aplici o transformare de
coordonate prin adoptarea urmatoarei conventii: se atageaza nivelului superior al factorului de
influenta simbolul "+1", nivelului inferior simbolul "-1", iar punctului central (in cazul realizarii
experimentului in trei nivele de investigatie), respectiv simbolul "0" [12].

Matricea initiald (in forma codificatd) de stabilire a legaturii matematice intre functia de

raspuns Y si factorii cercetati X este prezentata de formula urmatoare:

Y =b, +ibixi +ibijxixj +ib"xi2 S (2.3)
i=1 i=1

ij
unde:

Y — functia de raspuns;

Xij— valoarea codificata a factorului 1, j;

bo, bi, bij — coeficientii ecuatiei.

k — nivel superior al variabilei naturale;

Trecerea de la variabilele reale la cele codate este realizata prin efectuarea unei schimbari
de variabila care se obtine prin schimbarea unitatii de masura si o schimbare a originii sistemului
de axe de coordonate. Coeficientii b; se determind pe baza datelor experimentale obtinute in
cadrul experientelor planificate, efectuate intr-o ordine aleatoare (randomizata). Stabilirea ordinii

de efectuare a experientelor se alege cu ajutorul tabelului datelor cu distributie probabilistica.
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Tabelul structurat al nivelurilor factorilor determina matricea sistemului, continand diferite valori
pentru factorii x;.

Matricea sistem al experientelor de optimizare a mediului de protectie pentru bacterii
lactice este prezentata in tabelul 2.8.

Tabelul 2.8. Matricea-sistem a experientelor pentru optimizarea mediului protector

) 9 Cantitatea in mediul protector, % (restul
Nr. Forma codificata lapte degresat)
crt. x1 X2 X3 x4 Y%
X1 | X2 | X3 | X4 — T - —
glicerol | zaharoza | citrat de sodiu | gelatina
1 +1 ] +1 | +1 | +1 30 15 10 10 84*
2 -1+ |+ 10 5 10 10 61
3 |[+1]-1]-1|-1 30 5 5 2 57
4 1+l -1 |+ 10 15 5 10 90
5 [+1] -1 | -1 |+ 30 5 5 10 62
6 +1 | +1 | +1 | -1 30 15 10 2 72
7 1) -1 |+ 1 10 5 10 2 58
8 141 | +1 |+ 10 15 10 10 70
9 |[+1] -1 | +1 |+1 30 5 10 10 61
10 |[+1| +1 | -1 | -1 30 15 5 2 62
1 |1 -1 |-1 -1 10 5 5 2 59
12 | -1 | +1 | +1 | -1 10 15 10 2 87
13 |[+1] -1 | +1 | -1 30 5 10 2 52
14 | +1| +1 | -1 | +1 30 15 5 10 71
15 | -1] -1 | -1 |+1 10 5 5 10 60
16 |+1]| O 0|0 30 10 7,5 5 73
17 |-1] O 0|0 10 10 7,5 5 75
18 |0 |+1| 0 | O 20 15 7,5 5 95
19 0O|-1101]0 20 5 7,5 5 62
20 |0 0 | +1 ]| O 20 10 10 5 97
21 0|0 |-1]0 20 10 5 5 87
22 0] 0 0 |+1 20 10 7,5 10 85
23 |0 O 0 | -1 20 10 7,5 2 88
24 10| O 0|0 20 10 7,5 5 89

Nota: *conform analizei ANOVA media rezultatelor variabilei dependente (n=3) este statistic veridica la nivelul de

semnificatie global 0,05 cu un nivel de incredere de 95%.

Conform acestei matrice a fost montatd experienta plurifactoriald, in baza rezultatelor
careia a fost obtinutd ecuatia de regresie, care descrie veridic (p<0,05) modificarea viabilitatii
bacteriilor lactice in functie de continutul substantelor de protectie in mediul de liofilizare.

2.3.41. Analiza statistica a datelor
a. Prelucrarea statistica a datelor privind rezultatele a 3-5 repetdri obtinute s-a

efectuat prin calcularea urmatorilor parametri [135]:
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- Selectarea datelor si calculul mediei:

v _ 2 (2.4)

unde:
Xj — valoarea individualad a masurarii; N — numarul variantelor caracteristicii statistice.

- Calculul variatiei esantionului si deviatia standard a unui esantion:
2

Sz :Zr(xi _M)
n-1 '
S=452, 2.6)

- Calcularea intervalului de incredere pentru o medie:

S S
-t = M+t ,  —):
a 1 /n 1 (n_)
unde: t, -1 — Student’s, t-distributie;

(2.5)

(M (2.7

b. Analiza secventelor obtinute in urma tehnicilor de PCR a fost efectuata cu ajutorul
softului GelCompar 6.6.11.

C. Prelucrarea matematica a datelor experimentale conform matricelor experimentelor
planificate de tip 22, 2° si 2* a fost efectuatd cu ajutorul programului MO Excel, interpretarea

grafica a rezultatelor a fost efectuata cu ajutorul MO Excel si SigmaPlot 11.0.

2.4. Concluzii la capitolul 2

1.  In calitate de obiecte de studiu in aceastd lucrare au fost utilizate tulpini autohtone de S.
thermophilus izolate din lapte crud si din produsele lactate de fermentare spontanad si
culturi tip de referintd din diverse colectii de microorganisme, care au permis evidentierea
proprietatilor specifice si identificarea la nivel genetic a tulpinilor selectate. Utilizarea
tulpinilor autohtone de bacterii lactice in cercetérile moleculare in comparatie cu tulpinile
de referintd din alte colectii ofera rezultatelor si o valoare teoreticd pronuntatd in aspect
geografic zonal.

2. Metodele clasice si moderne, echipamentele si mediile nutritive utilizate in studiu asigura
atat identificarea fenotipica si genotipica a tulpinilor noi autohtone de S. thermophilus, cat
si descrierea proprietatilor tehnologice ale culturilor starter si produselor lactate fermentate

obtinute prin utilizarea lor.
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3. SELECTAREA TULPINILOR AUTOHTOHTONE NOI DE STREPTOCOCCUS
THERMOPHILUS

Fabricarea produselor lactate fermentate prezinta un proces biotehnologic ce se bazeaza pe
activitatea microorganismelor, iar obtinerea unor produse cu insusiri noi si calitate garantata
depinde in mare masura de tulpinile microbiene care transforma materia prima.

in tehnologia produselor lactate acide s-au realizat putine progrese in comparatie cu cele
obtinute la fabricarea altor categorii de produse lactate. Aceste produse se preteaza mai greu la
mecanizarea procesului datoritd necesitafii mentinerii unei anumite consistente caracteristice
fiecarui sortiment, ceea ce exclude manevrarea in vrac a produselor.

In acest context, progresele se pot face simtite in special la selectarea de noi tulpini de
microorganisme care sd confere produsului fermentat Insusiri organoleptice §i terapeutice
superioare, precum si la Tmbundtatirea insusirilor acestor tulpini de microorganisme prin
optimizarea conditiilor de cultivare a lor.

Streptococii termofili si lactococii mezofili sunt cele mai utilizate culturi bacteriene pentru
fabricarea produselor lactate fermentate la scard industriald. Capacitatea bacteriilor lactice
termofile de a creste a si se multiplica la temperaturi de 37-45 °C este o conditie importanta fiind
asociatd cu procesul tehnologic de fabricare a iaurtului, laptelui covasit si diverselor branzeturi
[142].

Laptele crud si produsele lactate de fermentare spontana sunt sursele principale de izolare a
bacteriilor lactice, inclusiv si a tulpinilor de Streptococcus thermophilus. Tulpinile S.
thermophilus transforma lactoza in acid lactic, proces ce contribuie la coagularea laptelui si
impiedica dezvoltarea microorganismelor patogene.

In ultimul timp a crescut interesul cercetitorilor fatd de bacteriile lactice termofile, lucru
in mare masurd legat de dezvoltarea industriei produselor lactate din lume, precum si de
valorificarea tulpinilor noi de bacterii lactice in calitate de tulpini starter. In Republica Moldova
pana in prezent aceasta tendinta se reliefeaza slab, exprimandu-se printr-un nivel insuficient de
utilizare a culturilor starter autohtone.

Astfel, multi specialisti din industria laptelui atat din republica noastrd, cat si de peste
hotare, recunosc necesitatea si importanta utilizarii tulpinilor autohtone de bacterii lactice in
scopul ameliordrii si eficientizarii tehnologiilor de preparare a produselor lactate fermentate.

De aceea, la prima etapa a cercetdrilor noastre ne-am propus s realizdm selectarea unor
tulpini noi de bacterii din specia S. thermophilus in scopul utilizarii lor la prepararea culturilor

starter autohtone pentru procesarea produselor lactate fermentate.
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Cercetarile la acest capitol au fost realizate conform etapelor urmatoare:

1. Izolarea culturilor pure de bacterii lactice din specia S. thermophilus.

2. Descrierea insusirilor culturale si morfologice ale tulpinilor izolate.

3. Descrierea insusirilor fiziologice si biochimice ale tulpinilor de S. thermophilus.

4. Identificarea moleculara a bacteriilor lactice izolate.

5. Descrierea proprietatilor tehnologice ale tulpinilor autohtone de S. thermophilus.

6. Studiul influentei factorilor externi asupra sintezei exopolizaharidelor in conditii de

cultivare periodica a tulpinilor de S. thermophilus.

3.1.  lzolarea culturilor pure de bacterii lactice din specia Streptococcus thermophilus

Calitatea si valoarea nutritivd a produselor lactate, in mare masurd, depind de activitatea
biotehnologicd a bacteriilor lactice, de selectarea corectd a consortiilor pentru elaborarea
culturilor starter si respectarea procesului tehnologic de producere [7].

Selectarea bacteriilor lactice pentru industria laptelui include izolarea culturilor din sursele
naturale, selectarea si cercetarea proprietatilor lor, care determina valoarea industriala.

Pentru izolarea bacteriilor lactice din specia S. thermophilus este necesar sa se utilizeze
mediul, care satisface necesitdtile lor nutritionale. Cat priveste cerintele nutritionale, bacteriile
lactice sunt printre cele mai pretentioase organisme. Ele se caracterizeaza prin exigente inalte
fatd de componenta mediilor de cultura utilizate pentru izolarea si studierea lor. Ele necesita
pentru crestere si dezvoltare compusi azotati, glucide, vitamine, minerale s. a. Bacteriile lactice
termofile din specia S. thermophilus, conform Bergey, sunt capabile sa se dezvolte la temperaturi
cuprinse intre 42 — 45 °C. Temperatura optimald de crestere se incadreaza intre 37 — 40 °C [125].

Laptele este cel mai complet mediu pentru selectarea culturilor de bacterii lactice. Atunci
cand se izoleaza bacteriile lactice este oportun de a folosi in calitate de mediu de cultura laptele
degresat steril, care este mai favorabil pentru dezvoltarea microorganismelor lactice, comparativ
cu cel gras. Astfel, are loc o selectie naturald a tipurilor de bacterii lactice care poseda activitate
biochimica inalta.

In scopul selectdrii si identificirii celor mai active tulpini din punct de vedere
biotehnologic s-au efectuat teste care evalueaza capacitatea bacteriilor lactice de a fermenta
laptele. Testul consta din urmatoarele etape:

- sterilizarea laptelui degresat;

- controlul sterilitatii laptelui prin termostatare timp de 48 ore;

- inocularea izolatelor in lapte;

- termostatarea;

- analiza probelor de lapte fermentat.
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Calitatea produselor lactate depinde de mai multi factori, inclusiv de gradul de tratare
termicd, care este una dintre cele mai importante conditii pentru obtinerea produsului
microbiologic inofensiv. La sterilizare in lapte se formeazd aminoacizi liberi si acid formic, care
au o influentd favorabila asupra cresterii si multiplicarii lactobacteriilor. Tratamentul termic al
laptelui are scopul de a distruge microflora tehnologic ddunatoare si patogena.

In acelasi timp, trebuie si se ia in considerare ca in cazul incalcarii procesului de sterilizare
(temperatura ridicatd, durata prelungitd) laptele devine brun din cauza formarii complexelor
proteo-glucidice, prezenta carora afecteaza cresterea unor tipuri de microorganisme lactice. De
aceea, sterilizarea laptelui se efectueaza la 110 - 112 °C (0,5 atm.) timp de 40 min intr-un balon
de sticla cu o capacitate de 0,5 1.

Pentru a monitoriza sterilitatea laptelui probele se termostateaza timp de 48 ore si se
examineazd microscopic. Lipsa coagularii si a celulelor de microorganisme indica sterilitatea
laptelui.

Pentru izolarea culturilor pure de bacterii lactice din specia S. thermophilus au fost
prelevate probe de lapte crud si produse lactate de fermentare spontana din 12 regiuni ale
Republicii Moldova: Donduseni, Edinet, Floresti, Soroca, Ungheni, Orhei, Chisinau, Anenii
Noi, Causeni, Taraclia, Cahul, Vulcanesti. Culturile s-au incubat la 37 °C, pana la formarea
coagulului. Cultivarea culturii imbogatite a fost realizatda in lapte steril degresat (0,1% de
grasime) pana la formarea coagulului dens fara eruptii. Dupa fiecare insdmantare continutul
eprubetelor a fost testat la puritate de culturd. Culturi pure se obtin prin insdmantari zilnice (nu
mai putin de 10 ori).

Au fost studiate circa 300 probe de lapte crud si produsele lactate de fermentare spontana,
din care au fost obtinute 7 izolate bacteriene cu proprietdti caracteristice speciei Streptococcus
thermophilus. Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 3.1.

Fiecare tulpina nouda de microorganisme a fost studiatd minutios pentru obtinerea unei
caracteristici cAt mai complete. In acest caz s-a tinut cont de conditia ci un organism poate fi
atribuit unui taxon numai in cazul in care acest taxon este deja cunoscut, iar microorganismele
identificate trebuie sa fie denumite in conformitate cu List of Prokaryotic names with Standing in

Nomenclature (www.bacterio.net).
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Tabelul 3.1. Originea tulpinilor studiate

Nr.crt. | Codul tulpinii Originea
d)ondngeni
1 L 12 mun. Chisinau s O 7 Qs
Flor}es:ti ©
2 L 65 r. Cahul
Omei ©
3 L 102 r. Donduseni Ungeni ©
Chisinau @

enii oi°
4 L 109 r. Anenii Noi o

Causeni
5 L 177 r. Taraclia
6 L 232 r. Soroca Cai @ QFracia
7 L 292 r. Floresti

Identificarea unui microorganism necunoscut este un proces succesiv de atribuire la un
oarecare grup mare de bacterii, caracterizate prin proprietiti comune, iar apoi de clasare intr-0
familie din cadrul grupului, fiind comparat cu un microorganism ce face parte din aceasta
familie. La etapa finala de testare sunt comparate proprietatile morfologice, culturale,

biochimice, patogene cu orice tip de bacterie din cadrul speciei [143].

3.2. Caracteristicile culturale si morfologice ale tulpinilor autohtone noi de Streptococcus
thermophilus

Particularitatile culturale ale microorganismelor sunt determinate de caracterul cresterii pe
medii nutritive. Acestea sunt caracteristici importante de diagnosticare fiind constante pentru
fiecare specie de bacterii.

Cercetdrile caracterelor culturale si morfologice ale tulpinilor autohtone de S. thermophilus
izolate au fost efectuate pe mediul solid — lapte hidrolizat agarizat.

La examinarea proprietatilor culturale s-au determinat: diametrul coloniei, forma
(circulara, punctiforma, filamentoasa, neregulata, lenticulara etc.), caracterul marginii (neteda,
ondulata, filamentoasa, lobata etc.), suprafata (plata, convexd, bombata, acuminata etc.), culoarea
(alba, galbena, crem); structura (omogend, heterogend, granulata etc.) si de consistenta
(vascoasa, untoasa, uscata etc.).

Aspectul coloniilor de Streptococcus thermophilus in viziune reald si marita este ilustrat in

Figura 3.1.
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a) b) c) d)

Fig. 3.1. Aspectul coloniilor S. thermophilus: a), b) — colonie marita in 6 ori,

c), d) — aspect general al culturii pe mediul agarizat de lapte hidrolizat (submers si de suprafata)
(Autor foto Cartasev A.).

Din Figura 3.1 se vede, cd tulpinile selectate la cultivare in mediu agarizat de lapte
hidrolizat formeaza colonii ce prezinta urmatoarele caracteristici: de suprafata — rotunde, forma
de picatura cu margini netede (de tip S); de profunzime — lenticulare, culoare alb-crema; dupa
dimensiuni - mici (pana la 1 mm), cu consistentd pastoasa la izolatele L12, L102, L109, L323,
L.292 si untoasa la izolatele L65 s1 L177 [10, 11].

Evaluarea initiald a morfologiei celulelor bacteriene este o etapa foarte importanta pentru
identificarea finald. La determinarea proprietitilor morfologice ale bacteriilor din specie S.
thermophilus, au fost studiati urmatorii parametri: forma si localizarea celulelor, mobilitatea
acestora, dimensiunea, caracteristica colorarii dupa Gram.

Studiul morfologiei celulelor tulpinilor de bacterii lactice se bazeaza pe aprecierea
microscopicd a preparatelor colorate si fixate.

Se stie cd de lungimea lanturilor de streptococii lactici depinde viscozitatea coagulului
format si capacitatea de retinere a apei [131]. De aceea la studierea proprietatilor reologice a
culturilor starter trebuie sa se ia in considerare impactul lor la formarea structurii coagulului. In
acest sens, tulpinile selectate au fost investigate microscopic. Rezultatele microscopiei cu

obiectiv cu imersie (puterea de marire 100x) sunt reprezentate in Figura 3.2.
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9)

Fig. 3.2. Aspectul microscopic al tulpinilor: a) L12, b) L65, ¢) L102, d) L109, e) L177, f) L232,
g) L292. Microscopie optica- obiectiv 100 X, (Autor foto Cartasev A.).

Microscopia izolatelor de bacterii lactice termofile a aratat, ca toate tulpinile noi izolate

din diferite regiuni ale Republicii Moldova sunt Gram pozitive, prezintd coci plasati in lanturi de

diferite lungimi, ceea ce este caracteristic speciei S. thermophilus [7]. Prevalarea in preparatele

microscopice ale S. thermophilus L65 si S. thermophilus L177 a lanturilor lungi poate indica

asupra unei capacitati sporite de retinere a apei coagulului.

3.3. Caracteristicile fiziologice si biochimice ale tulpinilor autohtone noi de Streptococcus

thermophilus
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Studierea proprietatilor fiziologice ale microorganismelor este necesard nu numai din punct
de vedere al obtinerii biomasei, cunoasterea lor serveste la identificarea caracteristicilor
stau la baza majoritatii proceselor biotehnologice microbiene. Toate acestea evidentiaza
importanta studierii proprietatilor fiziologice si a necesitatilor nutritive ale culturilor de
microorganisme.

Printre bacteriile lactice termofile ce fermenteaza laptele trebuie de mentionat bacteriile
Enterococcus faecalis si E. faecium, anterior atribuite aceluiasi gen Streptococcus [116]. Aceste
specii de bacterii pot fi adesea izolate din produse lactate fermentate, dar reprezentantii genului
Enterococcus nu au statut GRAS, adicd nu sunt sigure pentru a fi utilizate in producere. in plus,
enterococii sunt capabili de a forma compusi nedoriti — amine presoare, care pot afecta in mod
negativ sandtatea consumatorului. De aceea, este importanta identificarea corectd a tulpinilor de
bacterii care vor fi utilizate in calitate de culturi starter.

Bacteriile lactice din genul Enterococcus se aseamana in multe privinte cu cele din genul
Streptococcus. Principalii parametri dupa care se disting genurile Streptococcus si Enterococcus
in procesul identificarii lor, sunt dezvoltarea dupa 30 min de incubare la 60 °C, capacitatea de a
fermenta esculina, capacitatea de a se dezvolta in mediul cu bila si cu diferite concentratii de
NacCl.

Trebuie de remarcat faptul ca bacteriile lactice din genul Enterococcus sunt mai rezistente
la temperaturi ridicate si sunt capabile sd creascd la o temperatura mai mare de incubare decat
cele din genul Streptococcus. De asemenea, se remarca si alti indici distinctivi ai bacteriilor
lactice din specia Enterococcus — capacitatea lor de fermentare a esculinei si a unui numar mare
de carbohidrati, de crestere n mediul cu 6%NaCl, potential de care nu dispun streptococii lactici
[131].

Capacitatea de crestere la diferite concentratii de clorura de sodiu este o caracteristica
importantd si usor de elucidat. Prin acest parametru pot fi usor diferentiate bacteriile lactice
termofile din genurile Streptococcus si Enterococcus. In conformitate cu determinatorul Bergey,
bacteriile de S. thermophilus si alti streptococi nu au capacitatea de crestere in mediul cu
concentratia de NaCl mai mare de 2%, pe cand enterococii E. faecium si E. faechalis poseda
aceasta capacitate.

Specificul tulpinilor din specia S. thermophilus consta in activitatea zaharolitica relativ
slaba. Se considerd ca tulpinile tipice ale acestei specii fermenteaza numai lactoza, glucoza,
zaharoza si nu fermenteaza maltoza, manoza, manitolul, arabinoza, sorbitolul, xiloza, galactoza
st alti carbohidrati. Spre deosebire de streptococii termofili, enterococii fermenteazd manitolul,

arabinoza, manoza, dextrina, galactoza, maltoza.
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In literatura de specialitate sunt descrise tulpini ,,atipice” de S. thermophilus, caracterizate
prin rezistentd la conditiile nefavorabile, care fermenteaza maltoza si provoaca hemoliza, adica,
au unele proprietati fiziologice comune cu enterococii [162].

De aceea, cand se efectueaza diferentierea lor se ia in considere faptul ca enterococii sunt
mai rezistenti la conditiile nefavorabile.

Astfel, au fost studiate proprietatile fiziologo-biochimice ale tulpinilor autohtone S.
thermophilus si abilitatea lor de a utiliza o serie de carbohidrati. Principalele insusiri fiziologo-
biochimice ale tulpinilor studiate: rezultatul coloratieci Gram, producerea de CO,, activitatea
catalazei, hidroliza argininei, rezistenta la temperaturi ridicate, cresterea in mediu salin, alcalin,

si in mediul cu albastru de metilen - sunt prezentate in Tabelul 3.2.

Tabelul 3.2. Proprietatile fiziologo-biochimice ale tulpinilor S. thermophilus (la 40°C)

Caracteristici
X
5 g E =
— 3 g.g S S k>
Numairul £ o c N E Z = =
Ibinii ° © = - = = g
tu pln” E Ct)\l -SE (@) g N < <= C" <= I
= = = E o = < © S o
= |O S SHg | =0 5 = g
G © s s.S | 5 e % 29 2 .=
s | 8g| 8 8@w| §F 0 59 5=
S & [5] S S 5 2 ) o O o O ®
S |85 8 | 82| §g (20 [40 [o01 0192
O a &l o a ™ g \©
L12 + ] - - + + - + - )
L 65 + - - - * R
L 102 + - - - + + - + - -
L 109 + - - - + + - + - -
L 177 + - - - + + - N ]
L 232 + - - - + + - + - -
L 292 + - - - + + - + - -

Nota:+ reactie pozitiva, - reactie negativa

Datele din tabelul 3.2 indicd asupra faptului ca tulpinile de microorganisme testate:

- sunt Gram pozitive;

- nu produc catalaza;

- rezista la temperatura de 60°C timp de 30 min, dar la minutul 32 nu s-au mai Inregistrat
culturi viabile;

- nu cresc pe mediu de NaCl cu concentratia 4%, dar se dezvolta la concentratia de 2% de
clorura de sodiu;
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- nu sunt rezistente la 0,1% albastru de metilen;

- nu cresc in mediul alcalin cu pH 9,2.

Toate insusirile descrise pentru tulpinile noi izolate corespund parametrilor fiziologo-
biochimici caracteristici speciei Streptococcus thermophilus si indica necesitatea continuarii
testelor de identificare a proprietatilor de fermentare a carbohidratilor [7, 54].

Determinarea capacitatii de fermentare a diferitor carbohidrati prezintd o etapa cruciala la
identificarea bacteriilor lactice, {indnd cont de faptul cé fiecare tulpina poate asimila un numar
limitat de surse de carbon [131].

Rezultatele cercetarilor efectuate sunt prezentate in Tabelul 3.3. Analizdnd datele
prezentate 1n tabel, putem observa ca tulpinile fermenteaza lactoza, glucoza si zaharoza. Toate
tulpinile cercetate nu au fermentat esculina, ceea ce reprezinta un argument in plus in favoarea
apartenentei tulpinilor studiate la specia S. thermophilus [8].

Un alt parametru ce deosebeste culturile de bacterii lactice termofile de cele mezofile este
testul de coagulare/reducere a laptelui turnesolat. Rezultatele acestui test sunt vizibile in
imaginea prezentata in Figura 3.3.

Tabelul 3.3. Fermentarea hidratilor de carbon de catre tulpinile izolate

Hidrocarburi
Numarul o
. e ) ) ploc] > )
tulpinii 3 '3 § 3 N g g s ' g 'S
8 o = cc% = i< (= o = ) =
=8l S 5| 5|5 |5 |8 %523
) | N &) e = e = % ) M
L12 + + + - - - B ) . } )
L 65 + + + - - B B ) ) ) )
L 102 + + + - - B ) ) } )
L 109 + + + - - - B ) ) ) )
L 177 + + + - - - B ) ) } )
L 232 + + + - - - B ) ) } )
L 292 + + + - - - B ) ) } )

Nota:+ fermenteaza, - nu fermenteaza
Culoarea roz, vizibild in Figura 3.3 indica producerea lenta a acidului lactic, ceea ce este

foarte favorabil pentru utilizarea acestor tulpini in calitate de culturi starter.
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Fig. 3.3.Testul de coagulare/reducere a laptelui turnesolat (Autor foto Cartasev A.).
Astfel, studiul proprietatilor morfologice, culturale, fiziologice si biochimice a culturilor
noi izolate din lapte si produse lactate autohtone, a permis de a stabili apartenenta tulpinilor

testate la specia Streptococcus thermophilus.

3.4. Identificarea tulpinilor izolate de Streptococcus thermophilus prin aplicarea tehnicilor
biologiei moleculare

Pentru identificarea tulpinilor de microorganisme pand nu demult se utilizau preponderent
testele traditionale fenotipice, bazate pe studiul particularitatilor morfologice, fiziologice si
biochimice ale culturilor. Insa utilizarea exclusivi a tehnicilor traditionale nu intotdeauna
permite selectarea culturilor sigure si cu un potential biotehnologic inalt de utilizare in calitate de
culturi starter pentru fabricarea produselor lactate fermentate. Datoritd faptului ca bacteriile
lactice au proprietati similare, apar dificultéti in identificarea speciilor si diferentierea lor la nivel
intraspecific [96].

In ultimii ani, pentru identificarea si studierea bacteriilor lactice izolate din ecosistemele
alimentare sunt aplicate tot mai larg tehnicile biologiei moleculare. Tipizarea genetica permite
evaluarea si diferentierea rapida a tulpinilor noi izolate. Compararea proprietatilor fenotipice si
genotipice ale tulpinilor S. thermophilus dezvoltate in lapte crud si produsele lactate fermentate
permite obtinerea tulpinilor valoroase care pot fi utilizate pe scard industriala la fabricarea
produselor lactate.

Streptococii termofili, izolati din diverse surse naturale si produse lactate, in cele mai
multe cazuri, sunt tulpini care apartin genurilor Streptococcus si Enterococcus. Bacteriile lactice
termofile din specia Streptococcus thermophilus sunt reprezentantii ,utili in ce priveste
aplicarea lor in practicd. Multi savanti remarca insa dificultdti in diferentierea si identificarea
genurilor bacteriene Streptococcus si Enterococcus, folosind doar metodele de clasificare

fenotipice [143]. Acesti autori au descris necorespunderea caracteristicilor fenotipice clasice
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acestor genuri, cum ar fi intervalul temperaturilor de crestere tipice, rezistenta la antibiotice,
fermentarea carbohidratilor, capacitatea de a creste pe un mediu care contine esculind sau bila,
caracteristici ce pot uneori fi intdlnite la reprezentantii ambelor specii. Tulpinile de streptococi,
ce nu pot fi identificate sigur, din cauza asemanarii caracteristicilor morfologice si biochimice cu
cele ale enterococilor, sunt numite tulpini ,,atipice* de S. thermophilus [162].

Deci, clasificarea rapida si specificd a bacteriilor este o sarcind importantd in
microbiologie, care astazi se realizeaza folosind, de rand cu metodele traditionale, si metode ale
biologiei moleculare, ce ofera o caracterizare genetica destul de exacta a tulpinilor cercetate.

Reiesind din cele expuse, dupa izolarea si identificarea tulpinilor de bacterii lactice prin
teste traditionale, statutul taxonomic §i variabilitatea intraspecifica ale celor 5 tulpini de S.
thermophilus selectate a fost verificat prin aplicarea urmatoarelor tehnici:

1. Amplificarea fragmentelor ADNr 16S cu utilizarea reactiei de polimerizare in lant
(PCR- Polimerase Chaine Reaction) folosind primeri specifici.

2. Amplificarea secventelor repetitive la nivelul ADN cromozomial prin tehnica Rep-PCR.

3. Spectroscopia in infrarosu cu transformanta Fourier (FTIR).

Amplificarea fragmentelor ADNr 16S cu utilizarea reactiei de polimerizare in lant (PCR):

Reactia de amplificare PCR a regiunii intergenice 16S-23S permite tipizarea bacteriilor in
principal la nivel de specie si subspecie. Gena tinta cel mai frecvent utilizata pentru identificarea
bacteriana este gena ADNr 16S, de aproximativ 1500 bp care codificd o portiune din subunitatea
ribozomald 30S [82]. Analiza secventei genelor ADNr 16S se utilizeazd pe scara largd ca
instrument taxonomic si este recunoscutd drept o metoda eficientd pentru identificarea bacteriilor
[72].

Pentru analiza filogenetica, secventa nucleotidicd a genei ADNr 16S obtinutd pentru
tulpinile studiate a fost comparata cu secventele tulpinilor de referinta.

Cercetdrile de identificare a tulpinilor autohtone de S. thermophilus au initiat cu izolarea de
ADN total, urmatd de cuantificarea ADN-ului izolat prin fluorimetrie. Pentru efectuarea reactiei
de amplificare PCR este necesara o cantitate minima de ADN de 15 ng/ul. Rezultatele
determinarii concentratiei ADN-ului pentru fiecare tulpind sunt prezentate in tabelul 3.4.

Tabelul 3.4. Concentratia ADN-ului izolat din tulpinile autohtone de S. thermophilus

Codul tulpinii Concentratia ADN, ng/ pl
L12 108,01
L 65 87,68
L 102 43,76
L 109 32,82
L 177 151,4
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Datele obtinute demonstreaza ca au fost obtinutd o cantitate suficientd pentru efectuarea
reactiei de amplificare PCR.

Amplificarea secventei genei ARNr 16S a fost efectuatd cu ajutorul a doi primeri 27f si
1492r. In calitate de tulpini de referinta au fost utilizate S. thermophilus A737 din Colectia Ceha
de Microorganisme, Brno, Republica Ceha si S. thermophilus 1241 din Colectia de
Microorganisme a Departamentului de microbiologie, biologie moleculara si biotehnologie al
Institutului de Cercetare a Alimentelor din Slovacia.

Pentru evidentierea produsilor de amplificare a fost efectuatd analiza electroforetica,

rezultatele careia sunt prezentate in Figura 3.4.

StA737 L12 L65 L177 Ladder L109 L102 St1241 NK
SIZE (bp) | ng/BAND
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Fig. 3.4. Profilul electroforetic obtinut in urma amplificarii PCR a secventei genei ADNr 16S cu
primeri specifici, la 7 tulpini de bacterii lactice. Ladder=markerul HipperLadder 50bp,
NK=control negativ.

Analiza profilurilor electroforetice ne permite sa afirmam, ca toate tulpinile au generat in
gel o bandd comuna, de aproximativ 600 bp si ca similaritatea secventelor genelor ADNr 16S ale
celor 7 tulpini analizate constituie 99%. Deci, tulpinile de bacterii lactice, selectate si identificate
anterior prin metode fenotipice ca apartinand speciei S. thermophilus, isi confirma acest statut
taxonomic si dupd efectuarea analizei secventei genei ADNr 16S. Rezultatele analizei
filogenetice a reprezentantilor tipici de S. thermophilus sunt in concordantd cu rezultatele altor
studii, sugerand ca tehnica de secventiere a genei ADNTr 16S este relevanta pentru identificarea
speciilor de bacterii lactice din surse naturale [117].

Amplificarea secventelor repetitive la nivelul ADN cromozomial prin tehnica Rep-PCR:

Evaluarea ulterioara a eventualelor diferente la nivel molecular dintre tulpinile utilizate n
studiu a fost efectuatd prin analiza secventelor genomice repetate (metoda Rep-PCR). Studiul
secventelor repetate a fost realizat prin analiza profilurilor electroforetice obtinute in urma

amplificarii prin PCR cu primerul specific GTGS. Gelurile de electroforeza au fost fotografiate
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cu o camera digitala CANON PowerShot SX170, iar lungimea fragmentelor obtinute a fost
masurata in raport cu benzile marker-ului HiperLadder 50bp.
Profilul electroforetic Rep-PCR al tulpinilor autohtone de bacterii lactice din specia S.

thermophilus sunt prezentate in Figura 3.5.

L., ST.12 SL.65 STATIST.A737 ST.109 ST.102. PK.4791 NK_
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Fig. 3.5. Profilul electroforetic rep-PCR a tulpinilor autohtone de S. thermophilus.
L=HipperLadder 50bp; ST A737=cultura de referinta, PK 4791=Control pozitiv (Lactobacillus
casei 4791); NK=Control negativ.

Benzile profilurilor electroforetice obtinute au fost clare, bine individualizate, observandu-
se de 2 pana la 7 benzi. Toate tulpinile au generat pe gel o banda comuna, aproximativ de 400
pb.

In rezultatul masurdrilor efectuate s-a obtinut o dendrograma, cu ajutorul programului
GenCompare 6.6.11 (Figura 3.6). Astfel, prezenta sau absenta benzilor electroforetice a dus la o

asociere a tulpinilor in grupuri, evidentiind similaritatea acestora.

il s B W 3t & &
ST - —
- 2 0 Genus Species CoDe Origin
H i f !
| L 2 C Streptococcus thermophilus ST65 Moldova
l - C Streptococcus thermephilus ST177 Moldova
CE 1 = | C Streptococcus thermophius ST 102 Moldova
| | | l - C Streptococcus thermophilus ST12 Moldova
( [ ] = C Streptococcus thermophilus STAT37 Slovakia
| t p I - C Streptococcus thermophilus ST109 Moldova
‘ - C Lactobacillus bulgaricus as Slovakia
| I = C Lactobacillus casei 4791 Slovakia

Fig. 3.6. Dendrograma generala pe baza profilurilor electroforetice obtinute in urma amplificarii
PCR a secventelor genomice repetate cu primer-ul GTGS. Scara exprima similaritatea in unitati

relative.
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Din dendrograma (Figura 3.7) se poate observa gruparea foarte stransa a unor tulpini
autohtone. Astfel, tulpinile S. thermophilus L 65 si L 177 sunt grupate impreuna, ele fiind izolate
din regiunea sudica a Republicii Moldova (L 65 — Cahul, L 177 — Taraclia). Pe de alta parte,
dendrograma grupeazd si tulpini care obtinute din diferite tari. Este cazul tulpinilor
S.thermophilus L 109 si A737, colectate din Anenii Noi, respectiv republica Ceha. Cele doua
tulpini S.thermophilus L 12 si L 102 colectate din centrul republicii si din nordul nu sunt grupate
impreuna, dar apartin speciei S. thermophilus.

Prin aceasta dendrograma se confirma capacitatea secventelor genomice repetate de a
diferentia tulpinile de bacterii lactice. Dendrograma rezultatd nu reflecta relatiile evolutive dintre
tulpinile studiate, intrucat secventele genomice repetate nu prezinta markeri filogenetici. Ele au
relevanta doar prin prezenta sau absenta lor, ceea ce nu inseamna ca reflectd relatiile in timp
dintre tulpini.

Spectroscopia in infrarosu CU transformata Fourier:

Identificarea microorganismelor prin aceasta metoda se bazeaza pe compozitia chimica a
materialului celular. Spectroscopia moleculara a fost introdusad drept o abordare posibild de
identificare cu succes limitat in anul 1950 [35]. Utilizarea pe larg a spectroscopiei vibrationale
limitate la acel moment. Odata cu aparitia spectroscopiei in infrarosu cu transformata Fourier si
posibilitatea de a analiza datele cu ajutorul calculatoarelor la sfarsitul anilor 80 - 90 al secolului
XX, Naumann si colaboratorii sdi au reintrodus metoda FTIR pentru analiza in situ a celulelor
bacteriene si analiza spectrala complexa pentru a identifica, diferentia si clasifica bacteriile
[119]. De atunci, spectroscopia FTIR se aplicd cu succes pentru detectarea, identificarea si
clasificarea bacteriilor din diferite specii, in special patogene. [128].

Spectroscopia FTIR nu este doar o metoda de identificare bacteriana, ea oferd de asemenea
informatii despre metabolismul bacterian, fazele de dezvoltare, si rezistenta la antibiotice [37].
Actualmente spectroscopia FTIR se utilizeaza pe larg in domeniul microbiologiei alimentare,
caracterizandu-se prin simplitatea pregatirii probelor analizate si viteza mare de analiza [114].

Avantajele utilizdrii metodei de spectroscopie FTIR pentru analiza microorganismelor
sunt: rapiditate si simplitate relativd; cantitatea micd de suspensie analizatd; instrumentar si
software accesibile; costul relativ mic comparativ cu alte metode utilizate [94].

Exista si anumite dezavantaje a acestei metode, cum ar fi procesarea matematica dificila,
deoarece spectrele obtinute contin benzi suprapuse datorita complexitatii probei. Exista, de
asemenea, anumite probleme practice cu instrumentarul FTIR, cum ar fi sensibilitatea
electronicd, ceea ce impune ca instrumentul sd functioneze fara intrerupere, sau sensibilitatea

optica la umiditatea aerului, care necesita schimbarea frecventa a cartuselor de desecare [120].
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Spectroscopia FTIR a bacteriilor este specificd pentru o anumitd tulpind si prezintad
caracteristicile spectrale ale componentelor celulare, cum ar fi acizii grasi, proteinele
membranare si intracelulare, polizaharidele si acizii nucleici.

Spectroscopia FTIR poate oferi informatii suplimentare la datele fenotipice si genotipice
care pot ajuta la stabilirea unei clasificari taxonomice mai robuste. Rezultatele identificarii
depind de calitatea si marimea bazei de date, precum si de prelucrarea matematica adecvata.
Spectrul FTIR al celulelor microbiene intacte constituie o imagine a compozitiei lor chimice
generale, dar evident cd componentele unor structuri (in principal membrana si peretele celular)
au o influenta decisiva asupra spectrului [99].

Scopul acestui studiu a fost caracterizarea bacteriilor lactice autohtone S. thermophilus prin
spectroscopia FT-IR la cultivate pe mediul M17 cu lactoza si agitare permanenta. Cercetarile au
fost efectuate in Departamentul de microbiologie, biologie moleculard si biotehnologie al
Institutului de Cercetare a Alimentelor in cadrul Centrului National de Agriculturd si Produse
Alimentare din Bratislava, Slovacia. In calitate de tulpina de referintd a servit S. thermophilus
A737 din Colectia Ceha de Microorganisme, Brno, Republica Ceha.

Inregistrarea spectrelor a 6 probe (5 izolate bacteriene si 1 cultura de referinti) s-a realizat
in domeniul spectral cuprins intre 500 si 4000 cm™. Fiecare proba a fost scanatd de 64 ori in 2
repetiri. Maxime de absorbanta au fost inregistrate la lungimile de unda de ~ 3300 cm™, ~ 1600
cm™?, ~ 1400 cm™, ~ 1200 cm™, ~ 1100 cm™. Benzile caracteristice ale spectrului tulpinilor de S.

thermophilus studiate sunt reprezentate in Figura 3.7.
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Fig. 3.7. Spectrele de absorbtie FT-IR caracteristice bacteriilor din specia S.thermophilus.
Coeficientul de corelare a momentului produsului Pearson a fost considerat pentru tulpinile
studiate pentru intreg domeniul spectral de la 4000 cm™ péana la 500 cm™ [64]. Naumann a
stabilit ca cea mai mare corelatie la tulpinile de bacterii se atinge Tn urmatoarele intervale; 3000
cm™ pand la 2800 cm™, 1500 cm™ pana la 1400 cm™ si 900 cm™ péana la 700 cm™ [100].
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Conform acestui studiu, s-a constatat corelarea tulpinilor autohtone cu cea de referinta la nivel de
99%.
Analiza comparativd a spectrelor de absorbtie FT-IR caracteristice tulpinilor S.

thermophilus a permis realizarea dendrogramei reprezentate in Figura 3.8.
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Fig. 3.8. Dendrograma tulpinilor S. thermophilus autohtone conform spectroscopiei FT-IR

Rezultatele obtinute sugereaza ca metoda FTIR propusa este potrivitd pentru identificarea
bacteriilor lactice din specia S. thermophilus [139].

In urma cercetarilor au fost stabilite caracteristicile specifice ale tulpinilor autohtone de S.
thermophilus cu ajutorul tehnologiilor de spectroscopie FTIR si PCR. Datele obtinute au fost
introduse in Baza de date a Departamentului de microbiologie, biologie moleculard si
biotehnologie al Institutului de Cercetari ale Alimentelor in cadrul Centrului National de
Agriculturd si Produse Alimentare din Bratislava, Slovacia, pentru studierea si efectuarea

analizei comparative a tulpinilor din aceasta specie.

3.5. Proprietatile tehnologice ale tulpinilor autohtone noi de Streptococcus thermophilus

Urmatoarea etapd a cercetarii a fost consacratd determindrii proprietatilor tehnologice ale
microorganismelor studiate.

Din sortimentul vast de produse alimentare consumatorii prefera acele produse, ce poseda
caracteristici suplimentare, cum ar fi autenticitatea, beneficiile adiacente pentru sanatate,
valoarea nutritiva, gustul neobisnuit etc. De aceea o sarcind actuald a industriei laptelui este
fabricarea produselor lactate de calitate inalta, care corespund cerintelor si necesitatilor
consumatorilor.

Proprietatile organoleptice, fizico-chimice, microbiologice, reologice etc. ale produselor
lactate depind de compozitia culturilor starter, de activitatea lor si, in mare masurd, de
caracteristicile biochimice si tehnologice ale culturilor individuale care alcatuiesc culturile

starter [8].
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Activitatea fermentativa a tulpinilor de bacterii lactice (exprimata in timp, in care cultura
este capabila sa aciduleze laptele) este cel mai important parametru tehnologic de apreciere a
tulpinilor pentru utilizarea lor in producere [9]. Viteza de coagulare a laptelui are o importanta
practica mare in procesul de fabricare a produselor lactate. Intensificarea procesului de
fermentare a laptelui, accelerarea maturarii si imbundtétirea calitatii produselor lactate poate fi
realizatd numai atunci cand sunt utilizate tulpini de bacterii lactice active din punct de vedere
biochimic [8].

Este cunoscut faptul cd activitatea inaltd de acidogenezd mareste eficienta economicd a
producerii. De aceea a fost necesar de a se stabili timpul, pe durata caruia tulpinile de bacterii
lactice autohtone selectate coaguleaza laptele. Rezultatele obtinute privind determinarea vitezei
de fermentare a laptelui de catre tulpinile S. thermophilus studiate la temperatura de incubare
40°C sunt reprezentate in Tabelul 3.5.

Tabelul 3.5. Viteza de fermentare a laptelui de catre tulpinile in studiu

Codul tulpinii Durata, ore
L12 5,4+0,2
L 65 3,6+0,1
L 102 4,1+0,2
L 109 5,2+0,2
L177 4,0+0,2
L 232 6,5+0,3
L 292 7,2+0,2

Analiza datelor din Tabelul 3.4 demonstreaza, ca tulpinile de S. thermophilus L 12, L 65, L
102, L 109, L 117 au manifestat vitezd Tnalta de acidulare a laptelui. Aceste tulpini raspund
cerintelor pentru bacteriile lactice termofile, conform carora activitatea fermentativa a tulpinilor
nu trebuie sa depaseasca 6 ore. Pe cand tulpinile L 232 si L 292 au fermentat laptele in 6,5+0,5
ore si 7,0£0,5 ore respectiv, astfel depdsind limita rezervatd pentru streptococii termofili in
fabricarea produselor lactate fermentate [15, 140].

Tulpinile autohtone izolate au fost testate privind capacitatea de a forma coagul in lapte
(capacitatea de a fermenta) pentru o anumitd perioada de timp. Toate tulpinile studiate au fost
capabile sa se dezvolte si se formeze coagulul in eprubete cu lapte la temperaturi de incubare de
la 42 °C péna la 48 °C. Caracteristica aceastd indicd adaptarea Inaltd a bacteriilor la conditiile
nefavorabile si competitivitatea lor in conditiile tehnologice, cum ar fi fabricarea produselor

lactate fermentate si perspectiva utilizarii lor in compozitia culturilor starter mixte [8].
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Prin acumularea acidului lactic in laptele fermentat se poate concluziona despre

intensitatea dezvoltarii bacteriilor lactice intr-o anumita perioadd de timp. Rezultatele obtinute

privind evolutia in timp al acestui parametru sunt reprezentate in Tabelul 3.6.

Tabelul 3.6. Formarea coagulului si acumularea acidului lactic sub actiunea tulpinilor studiate

Codul Durata de cultivare, ore
tulpinii Aciditatea titrabila, °T
1 2 3 4 5 7
L12 25,7+1,5 32,7+0,6 48,7+1,2 55,3+1,5 | 68,0=1,0*
L 65 28,3+1,5 48,7+0,6 60,7+0,6 72,0+1,0%
L 102 27,6£1,5 42,9+0,6 55,7+0,6 66,0+1,0*
L 109 26,7+0,6 37,3+0,6 47,7+0,6 63,3£1,2 | 75,3+£1,2*
L177 29,7+0,6 41,3+0,6 54,0+1,0 68,0+1,7*
L 232 24,7+0,6 35,0+1,0 47,6+1,5 60,3+0,6 | 68,712 | 76,0+1,0%*
L 292 26,0+1,0 32,7+1,5 36,7+0,6 47,0£1,0 | 54,3£1,2 | 62,3+1,5 | 69,3£2,0*

Semnul *indica formarea coagulului

Analiza datelor din tabelul 3.5 indica, ca aciditatea laptelui a crescut in mediu cu 8,7 °T per

ord. Este necesar de a remarca, cd tulpinile L 102, L 65 si L 177 au efectuat acidularea laptelui

rapid cu viteza de 7,6 °T per ora, pe cand la cultura L 292 viteza de acumulare al acidului lactic

a fost de 8,4 °T per ora.

Aciditatea maxima determinata in laptele coagulat are o mare importanta tehnologica si de

acest indicator depind calitatea si conditiile de pastrare a produsului finit.

In continuare a fost studiatd aciditatea maxima inregistratd pe parcursul a 7 zile in laptele

fermentat de catre tulpinile selectate (Tabelul 3.7).

Tabelul 3.7. Aciditatea maxima a laptelui fermentat de catre culturile studiate

Codul Zile de cultivare/Aciditatea titrabila, °T

tulpinii > 3 2 5 5 7

L 12 85,3+0,6 | 903%0,6 | 109,0£0,0 | 116,0£1,0 | 117+1,1 118,3+0,6
L 65 84,3+1,5 91,3+0,6 105,7+0,6 110,7£0,6 112,7+1,1 114,3+0,6
L 102 77.7£0,6 | 87,6£0,6 | 101,7+1,1 | 109,7+1,1 | 111,3+1,1 | 110,3+0,6
L 109 90,3+0,5 101,3+0,6 110,3£1,5 119,3+1,1 123,3+1,5 120,0+0,0
L 177 783+1,1 | 9L,1£1,0 | 1003+1,5 |111,0£1,0 | 110,71,1 | 112,3+0,6
L 232 90,0+1,7 90,0+0,0 106,7+0,7 115,7+1,1 115,3+0,6 117,3+0,6
L 292 92,7+1,5 | 104,042,0 | 108,042,0 | 123.3=1,1 | 123.3+1,1 | 128,7+1,1

Rezultatele din Tabelul 3.6 demonstreaza ca cel mai inalt nivel al acidogenezei 1l poseda

tulpina L 292 cu 128,7+1,1°T dupa 7 zile de incubare, iar cea mai mica — tulpina L102 cu
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110,3£0,6 °T dupa 5 zile de incubare. Rezultatele obtinute demonstreazd o activitatea
proteolitica scazuta a tulpinilor selectate, ceea ce este favorabil pentru utilizarea lor in calitate de
culturi starter pentru fabricarea produselor lactate fermentate.

Analiza comparativa a caracteristicilor tehnologice nu indica diferente semnificative dintre
tulpinile studiate [8].

Efectuandu-se analizele microbiologice ale probelor de lapte, fermentat cu tulpini de
bacterii lactice a fost determinat numarul de microorganisme intr-un 1 ml de lapte steril degresat
fermentat.

Numarul de microorganisme UFC in 1 ml de lapte fermentat a fost determinat prin dilutii
zecimale. S-a stabilit cd, titrul de microorganisme viabile a fost la nivel 10'° UFC in 1 ml de
lapte fermentat de tulpinile L 12, L 65, L 102, L 177 si 10° UFC-mL™ in cazul tulpinii L 109,
ceea ce reprezintd valori inalte comparativ cu 10 UFC-mL™ pentru tulpina L 232 s 10°
UFC-mL™ pentru tulpina L 292, ceea ce este insuficient pentru utilizarea tulpinilor in calitate de
culturi starter pentru obtinerea produselor lactate [24].

Activitatea fermentativa joasa si titrul insuficient in laptele fermentat, manifestate de catre
tulpinile L 232 si L 292 caracterizeaza aceste izolate ca fiind culturi slabe pentru a fi utilizate la
fabricarea produselor lactate fermentate si, prin consecinta aceste tulpini au fost eliminate din
studiile ulterioare.

Bacteriile lactice izolate din lapte sau produsele lactate de fermentare spontana prezinta un
mare interes in calitate de potential conservant alimentar, datoritd activitatii lor antagoniste
impotriva multor agenti patogeni alimentari. Principalele bacterii patogene din industria laptelui
sunt Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum, Listeria monocytogenes,
capabile sa supravietuiasca in procesul de fabricare a produselor lactate fermentate. E. coli si S.
aureus din iaurt rezulta din contaminarea post-pasteurizare [77]. De aceea unul din parametrii de
bazd pentru selectarea bacteriilor lactice de interes biotehnologic este activitatea lor
antimicrobiana.

Astfel, in continuare au fost cercetate proprietdtile antimicrobiene ale tulpinilor studiate
fata de microflora patogena si conditionat patogena prezenta deseori la fabricare.

Pentru a investiga activitatea antibacteriand a tulpinilor selectate de S. thermophilus in
calitate de culturi test s-au folosit tulpinile de S. aureus ATCC® 25923™ si E. coli ATCC®
25922™,

Activitatea antagonistd a streptococilor termofili selectati a fost studiata, utilizindu-se
metoda de difuzie in agar. Rezultatele cercetarilor privind activitatea antagonista a culturilor de

bacterii lactice sunt prezentate in Tabelul 3.8.
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Tabelul 3.8. Proprietatile antimicrobiene ale tulpinilor de bacterii lactice studiate

Codul tulpinii Test-cultura
E. coliATCC® 25922™ S.aureus ATCC® 25923™
Diametrul zonei de inhibitie, mm

L12 16,0+0,6 17,0+1,0
L 65 18,6+0,6 20,0+0,6
L 102 16,3+0,6 17,0£1,1
L 109 16,0£1,0 20,0+0,6
L 177 15,7+0,5 20,0+0,6

Analizand datele din tabelul 3.8, putem concluziona ca activitatea antagonistd impotriva
microorganismelor patogene a tulpinilor de S. thermophilus este considerabila [46, 50]. Zona de
inhibitie variaza intre 16 si 18 mm fata de E. coli si 19-21 mm fata de S. aureus, ce permite
inhibarea dezvoltarii infectiilor intestinale. Aceste rezultate confirma valoarea tulpinilor
autohtone, care s-au dovedit mai active fata de tulpinile descrise de alti autori, de ex. tulpina S.
thermophilus T2 selectata din lapte crud care nu a prezentat nici o activitate inhibitoare
impotriva E. coli si S. aureus [87].

Capacitatea tulpinilor S. thermophilus de a sintetiza exopolizaharide. Capacitatea de a
sintetiza EPS la streptococii termofili este considerata o caracteristica biotehnologica importanta,
care, pe de o parte, contribuie la imbunatatirea viscozitatii si texturii produsului in procesul de
fabricare a unor produse lactate fermentate, cum ar fi iaurturile [63], iar pe de alta parte
protejeaza celulele bacteriene de efectele adverse ale factorilor externi, cum ar fi modificarile
fizice si chimice ale mediului, impactul altor bacterii si al bacteriofagilor etc.

Rezistenta streptococilor termofili la temperaturi ridicate, precum si capacitatea de a
sintetiza EPS le ofera posibilitatea de a forma biopelicule (biofilme) pe suprafata produselor
lactate, care protejeaza bacteriile lactice In conditii nefavorabile.

Textura produselor lactate fermentate este dependenta in mare masura de EPS-le sintetizate
de bacteriile ce alcatuiesc cultura starter. Multe bacterii lactice termofile sunt capabile sa
formeze EPS [68]. Capacitatea de a produce EPS depinde de specificul tulpinii si de conditiile de
cultivare (compozitia mediului, pH-ul, temperaturd, raportul carbon/azot etc.). Utilizarea
culturilor producatoare de EPS S. thermophilus si Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, in calitate
de cultura starter simbioticd pentru fabricarea smantanii fermentate si iaurtului, contribuie la
imbunatatirea texturii si viscozitdtii produsului, prezentdnd o alternativd pentru stabilizatorii
comerciali. EPS contribuie la textura densa a produselor lactate fermentate datorita legarii apei
libere si duc la incetinirea sinerezei. Acest lucru este deosebit de important la fabricarea
produselor cu un continut redus de grasime, care isi pierd considerabil viscozitatea in timpul

fermentarii, cum ar fi branza degresata, deserturile lactate si iaurturile.
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Astfel, unul dintre parametrii esentiali pentru evaluarea calitatii produselor lactate este
densitatea si textura coagulului de lapte format. In acest scop au fost selectate tulpini de
streptococi lactici termofili capabili sa formeze coagulul dens in lapte, fara adaos de agenti de
ingrosare. Trebuie remarcat faptul cd multe produse lactate se obtin cu utilizarea stabilizatorilor.
In acest scop sunt utilizati de regula agenti de ingrosare naturali, care includ hidrati de carbon de
origine vegetald si animald (amidonul, pectina, guarul sau guma xantan, gelatina, extractul de
malt), precum si stabilizatori proteici artificiali, care 1n laptele rece formeaza o suspensie de
particule fine cu capacitate mare de gonflare in procesul de pasteurizare a laptelui.

Utilizarea in calitate de culturi starter a tulpinilor producdtoare de EPS din specia S.
thermophilus face posibila obtinerea unei consistente mai dense a produselor lactate, fara
necesitatea folosirii agentilor de ingrosare si stabilizatorilor.

Initial, tulpinile au fost estimate vizual dupa lungimea firului filant al coagulului prezentat

in Figura 3.9.

Fig. 3.9. Aprecierea vizuala a firului filant al coagulului format de culturile:
a) L177;b)L65;c)L 102 (Autor foto Cartagev A.) [51].

Testarea bacteriilor din punct de vedere a producerii EPS a fost realizata prin metoda de
separare a proteinelor din mediul de cultura cu acid tricloracetic si precipitarea polizaharidelor cu
etanol. Rezultatele investigatiilor asupra capacitatii de sintezd a EPS-lor si proprietatilor
coagulului format de culturile studiate sunt prezentate in Tabelul 3.10.

Tabelul 3.10. Sinteza EPS si caracteristica coagulului format sub actiunea bacteriilor lactice

Codul tulpinii Consistenta Cantitatea EPS Sinerezi, cm®
coagulului format mg/100 g

L12 cremoasa 0,0 1,3+0,1

L 65 vascoasa 43,61 0,0

L 102 cremoasa 2,4+0,5 0,8+0,1

L 109 cremoasa 0,0 1,7+0,2

L 177 vascoasa 52,1£1 0,0
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Analiza datelor obtinute din Tabelul 3.8 demonstreaza, ca tulpinile studiate formeaza
coagulul cremos sau viscos, cu sau fara eliminarea de zer.

in decursul cercetarilor s-au evidentiat 2 tulpini producitoare de EPS: L 65 si L 177. in
cazul tulpinii L 102, cantitatea de EPS sintetizate este mica. Celelalte 2 tulpini nu produc EPS,
sau cantitatea lor fiind foarte micd, ele co-precipitda cu proteinele la addugarea acidului
tricloracetic si nu mai pot fi detectate la precipitarea cu etanol.

Astfel, din cele 5 tulpini autohtone de bacterii lactice termofile din specia S. thermophilus
izolate din produse lactate nationale de fermentare spontand au fost identificate 2 tulpini cu
activitate inaltd si stabila de producere a EPS-lor, ce contribuie la formarea unui coagul
corespunzdtor cerintelor tehnice pentru iaurt si care pot servi drept alternativd pentru
stabilizatorii utilizati in industria laptelui.

Cercetarile efectuate demonstreaza posibilitatea de selectare din surse autohtone a
tulpinilor de bacterii lactice cu potential tehnologic natural (nemodificate genetic) si de utilizare
a lor la fabricarea produselor lactate sigure pentru consum [9].

In baza investigatiilor efectuate si a rezultatelor obtinute, cele mai valoroase tulpini
selectate de bacterii din specia S. thermophilus au fost depozitate in Colectia Nationald de
Microorganisme Nepatogene cu atribuirea numerelor de colectie, dupa cum urmeaza:

- Streptococcus thermophilus L 177 depozitat cu numarul CNMN LB — 50;

- Streptococcus thermophilus L 65 depozitat cu numarul CNMN LB — 51;

- Streptococcus thermophilus L 12 depozitat cu numarul CNMN LB — 52;

- Streptococcus thermophilus L 102 depozitat cu numarul CNMN LB — 53;

- Streptococcus thermophilus L 109 depozitat cu numarul CNMN LB — 54.

Adeverintele de depozitare a tulpinilor in CNMN sunt prezentate in Anexa 2.

Tulpinile selectate au constituit obiectul cercetarilor ulterioare, orientate spre determinarea
factorilor optimali de sporire a activitatii lor biotehnologice si de sinteza a componentelor

valoroase.
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3.6. Sinteza exopolizaharidelor (EPS) de citre Streptococcus thermophilus in conditii de
cultivare periodica

Strategiile traditionale de majorare a cantitatii de EPS bacteriene includ selectia tulpinilor
producatoare de EPS si optimizarea conditiilor de cultivare. Succesul acestor strategii aplicate in
cazul bacteriilor lactice este determinat de limitele fiziologice ale tulpinilor. Din punct de vedere
stiintific si practic este important sa se stabileasca conditiile optime de cultivare pentru
acumularea biomasei, sinteza de EPS si reducerea duratei fazelor de dezvoltare a bacteriilor
lactice cu scopul elaborarii culturilor starter biotehnologic active.

In publicatiile de specialitate cu referintd la bacteriile lactice sunt prezentate informatii
contradictorii privind dependenta sintezei EPS-lor de factorii externi. Se presupune ca
temperatura de cultivare si sursa de carbon din mediu au o semnificatie primordiala [61]. Totusi
fiecare tulpina reactioneaza individual la conditiile de cultivare [40].

Sursele bibliografice relateaza despre sporirea sintezei EPS-lor extracelulare de catre
tulpinile de S. thermophilus odata cu scaderea temperaturii de cultivare, fapt ce se explica prin
rolul protector al capsulei de EPS a bacteriilor lactice in conditii nefavorabile [104, 123].

In continuarea cercetarilor realizate la acest capitol, a fost studiatd dinamica multiplicarii
tulpinilor selectate, evolutia aciditatii titrabile si sintezei EPS, in conditii de cultivare periodicd a
tulpinilor selectate in lapte degresat la temperatura de 32+1 °C. Cercetarile au fost efectuate in
bioreactorul Sartorius Biostat® A plus, (Germania).

Pentru a determina relatia dintre schimbarea caracteristicilor efective (aciditatea titrabila si
activa, numarul de bacterii viabile) in dependentd de durata de cultivare a tulpinii concrete, a fost
realizata analiza de regresie si adoptat modelul polinom ce descrie cel mai adecvat rezultatele
experimentelor. Etapele analizei de regresie si construirea intervalului de incredere sunt descrise
in compartimentul II al tezei (p. 2.3.40)

La evaluarea evolutiei aciditatii titrabile in functie de durata de cultivare, s-a presupus ca
sistemul biologic cu utilizarea tulpinilor S. thermophilus CNMN-LB-50 si CNMN-LB-51
functioneaza proportional cubului ).

In rezultatul multiplicarii tulpinii S. thermophilus CNMN-LB-50 aciditatea activi a atins
valoarea pH 4,5 la 14,0+0,5 ore de cultivare.

Rezultatele evolutiei aciditatii titrabile n functie de timpul de cultivare sunt reprezentate in

Figura 3.10.
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Fig. 3.10. Modificarea aciditatii titrabile in procesul de cultivare a tulpinilor de S. thermophilus
CNMN-LB-50 si CNMN-LB-51 in lapte la temperatura de 32+1 °C.

Datele obtinute arata ca in primele 10+0,5 ore de cultivare a tulpinilor de S. thermophilus
CNMN-LB-50 si CNMN-LB-51 se observa modificari mai putin intense de aciditate. Acest lucru
se datoreaza, probabil, continutului sarurilor de tampon in mediul. Apoi are loc o scadere lenta a
pH-ului. Astfel, pentru primele 10+0,5 ore ApH al tulpinii S. thermophilus CNMN-LB-50 a fost
0,9 unitati iar dupa 14+0,5 ore de cultivare — 1,1 unitdti, ceea ce indica o crestere a acumularii
acidului lactic prin dezvoltarea mai intensa a bacteriilor lactice.

Cat priveste evolutia aciditdtii, provocata de tulpina S. thermophilus CNMN-LB-51 la
temperatura de cultivare 32+1 °C, atingerea nivelului pH 4,5 a avut loc in 12 ore. In primele
5+0,5 ore de cultivare in lapte degresat ApH scade brusc cu 0,6 unitdti, iar apoi are loc o
acumulare intensiva a acidului lactic — 1,4 unitati in doar 7 ore de cultivare.

Cu scopul descrierii mai exacte si prognozdrii procesului de acidogeneza a fost realizata
prelucrarea matematica a datelor obtinute privind capacitatea culturilor de a produce acid lactic
si obtinute ecuatiile de regresie de ordinul al treilea, care descriu adecvat dependenta aciditatii
active de durata cultivarii.

Figura 3.11 prezinta datele dinamicii dezvoltarii tulpinilor S. thermophilus CNMN-LB-50

st CNMN-LB-51 si acumularii biomasei in mediul lapte degresat la temperatura 32+1 °C.
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Fig. 3.11. Cinetica multiplicarii tulpinilor autohtone producatoare de EPS din specia S.

thermophilus la 32°C.

Dupa 12+0,5 ore se observa sfarsitul fazei de crestere logaritmica si incepe faza stationara
la tulpina S. thermophilus CNMN-LB-50, iar dupa 10+0,5 ore la tulpina S. thermophilus CNMN-
LB-51.

La cultivarea tulpinii S. thermophilus CNMN-LB-50 in lapte degresat s-a evidentiat faza
multiplicarii exponentiale si faza de declin. A fost important insa de a se gasi punctele, in care
poate fi asteptat maximumul absolut al functiei - numarul de celule in timpul cultivarii, in zona
cercetate Extremele obtinute dupad modelele matematice sunt relativ apropiate, si coincid
aproximativ cu extremele obtinute in cadrul experimentului, ceea ce confirmd exactitatea
experimentului efectuat .

Cantitatea maximald de EPS sintetizate de tulpinile selectate 1n lapte degresat la
temperatura 32 °C a constituit 82,6 mg/100g dupa 12+0,5 ore pentru S. thermophilus CNMN-
LB-50 si 71,7 mg/100g dupa 10+0,5 ore de cultivare pentru S. thermophilus CNMN-LB-51 si a
coincis cu faza de crestere logaritmica (Figura 3.12).

Ulterior a fost inregistratd o scadere a cantitdtii de EPS cauzatd de majorarea numarului de
celule si concentratiei enzimelor care distrug EPS-le. Aceste date vin in sustinerea ipotezei ca la
cultivarea indelungatd a tulpinilor de bacterii lactice deseori are loc micsorarea sintezei sau

distrugerea EPS-lor, cel mai probabil sub actiunea glicohidrolazelor [89].
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Fig. 3.12. Acumularea EPS-lor sintetizate de S. thermophilus cultivate la 32°C.

In continuare a fost studiati dinamica multiplicirii, evolutia aciditatii si sintezei EPS la
cultivarea tulpinilor la temperatura de 40+1 °C, temperatura cel mai frecvent utilizata la
fabricarea produselor lactate in conditii industriale.

In baza rezultatelor experimentale a fost efectuati o analiza regresionala si adoptat modelul
polinomial de gradul a treilea si al patrulea (pentru numarul de celule bacteriene) care cel mai
adecvat reflecta rezultatele experimentului. Prin urmare, putem presupune ca sistemele biologice
cu utilizarea tulpinilor de S. thermophilus CNMN-LB-50 si CNMN-LB-51 variazd in mod
proportional la puterea a treia sau la puterea a patra (pentru numadrul de celule) in functie de
timpul cultivarii.

Rezultatele dinamicii aciditdtii titrabile si ale aciditatii active in functie de timpul de
cultivare sunt reprezentate in fig. 3.13 si 3.14.

Astfel, tulpinile cercetate au atins aciditatea maxima in 60,5 ore, ceea ce este caracteristic
pentru tulpinile din specia S. thermophilus si se incadreaza in normele tehnologice. Aciditatea
titrabild la cultivare in lapte degresat la temperatura 40 °C a tulpinilor S. thermophilus CNMN-
LB-50 si CNMN-LB-51 a atins valori de 7342 °T si 70£2 °T respectiv, ceea ce este caracteristic
speciei (normele indica aciditatea intre 67-79 °T) [24]. Datele obtinute aratd cd aciditatea

tulpinilor este moderata, indicand o activitate biochimica suficienta a acestor tulpini.
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Fig. 3.13. Dinamica aciditatii titrabile pe parcursul cultivarii tulpinilor la temperatura 40+1°C.
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Fig. 3.14. Schimbarea aciditatii active in timpul cultivarii la temperatura de 40+1°C.

Valoarea pH-ului la cultivarea tulpinilor la temperatura de 40+£1°C 1in lapte degresat dupa
6+0,5 ore s-a micgorat cu 1,9 unitati pentru tulpina S. thermophilus CNMN-LB-50 si cu 2,0
unitati pentru S. thermophilus CNMN-LB-51. Valorile practic egale demonstreaza ca ambele
tulpini sunt active la parametrul acidogeneza. Trebuie remarcat faptul, cd dupd 1440,5 si
respectiv 12+0,5 ore de cultivare diferenta valorilor aciditatii active la fel a fost aproape
identica.

Exactitatea experimentului a fost confirmatd prin compararea modelelor matematice cu

cele experimentale.
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Paralel cu aciditatea a fost monitorizat si titrul bacteriilor lactice in decursul fermentarii
laptelui. S-a constatat ca ambele tulpini de bacterii lactice producatoare de EPS cultivate la
temperatura de 40+1°C ating faza stationara dupa 5+0,5 ore de dezvoltare. Dinamica acumularii

masei bacteriene de catre tulpinile cercetate este reprezentata in Figura 3.15.
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Fig. 3.15. Dezvoltarea tulpinilor S. thermophilus la temperatura de cultivare 40+1°C.

Din rezultatele respective se observa, ca dupa 4+0,5 ore de cultivare in lapte degresat
ambele tulpini ating concentratia 10° UFCmL™, ceea ce denotd ci tulpinile la aceastd
temperatura ating rapid valori foarte inalte ale numarului de bacterii viabile.

Unii cercetdtori au constatat, ca continutul inalt de glucide in lapte stimuleaza formarea
EPS-lor la tulpinile S. thermophilus [107, 108, 129]. In experientele noastre de asemenea am ales
calea suplinirii laptelui cu sursa adaugatoare de carbon.

in general, tulpinile de S. thermophilus nu au capacitatea de a fermenta un numar mare de
zaharuri, spre deosebire de alte bacterii lactice. Sursele de carbon preferate pe care majoritatea
tulpinilor de S. thermophilus sunt capabile sa le utilizeze sunt: glucoza, lactoza, zaharoza si
fructoza. Glucoza si fructoza sunt surse de carbon relativ sdrace, rata de crestere a S.
thermophilus in prezenta lor fiind de cateva ori mai mica decat in prezenta lactozei sau
zaharozei. Zaharoza fosfoenolpiruvat-dependenta a sistemului fosfotransferaza (SFT) catalizeaza
transportul si fosforilarea concomitentd a carbohidratilor. Acest sistem reprezintd calea
principala de fermentare a zaharului la bacteriile lactice. Din lactoza si zaharoza, numai zaharoza
poate fi preluatd prin SFT, ceea ce poate contribui la productia Tnaltd de EPS in cazul utilizarii
zaharozei in calitate de sursa de carbon [58].

In industria laptelui, la fabricarea iaurtului zaharoza se utilizeaza in calitate de indulcitor,
care se adauga in cantitate de 5-8% la sfarsitul procesului de fermentare a laptelui.
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Reiesind din cele relatate, pentru a stimula sinteza EPS-lor, in calitate de sursa
suplimentard de carbon la mediul de lapte hidrolizat pentru cultivarea S. thermophilus a fost
introdusa zaharoza in cantitate de 8% .

In rezultatul cercetarilor s-a determinat, ¢ cantitatea maximald de EPS sintetizate dupa
4+0,5 ore de cultivare la sfarsitul fazei exponentiale de dezvoltare a constituit 66,6 mg/100ml
pentru S. thermophilus CNMN-LB-50 si 54,7 mg/100ml pentru S. thermophilus CNMN-LB-51.

Ulterior, la fel ca si In cazul cultivarii la temperatura de 32 °C, a avut loc diminuarea cantitatii de

EPS (Figura 3.16).
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Fig. 3.16. Acumularea EPS-lor de cétre tulpinile S. thermophilus cultivate la temperatura
40+1°C.

Astfel, pentru tulpinile studiate, s-a stabilit producerea cantitatilor maxime de EPS la
sfarsitul fazei exponentiale de dezvoltare, care in cazul cultivarii la temperatura de 32 °C are o
durata de 12+0,5 ore pentru S. thermophilus CNMN-LB-50 si 10+0,5 ore pentru S. thermophilus
L 65, iar 1n cazul cultivarii la temperatura de 42 °C - de 4+0,5 ore pentru ambele tulpini.

Dependenta numadrului de celule viabile si a cantitatii de EPS de durata cultivarii sunt

prezentate sub forma de diagrama de suprafata in Figura 3.17.
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Fig. 3.17. Dependenta numarului de bacterii lactice viabile si a cantitdtii de EPS in functie de
durata cultivarii la temperatura de 32+1°C (a,b) si 40+1°C (c,d): a, ¢) S. thermophilus CNMN-
LB-50; b, d) S. thermophilus CNMN-LB-51.

Relatia dintre numarul de celule vii si sinteza EPS-lor este foarte complexa si depinde de
metabolismul surselor de carbon 1n directia glicolizei sau sintezei EPS-lor in diverse conditii.

Diagramele reprezentate in Figura 3.17 arata in mod clar ca valoarea maximala a EPS-lor
sintetizate la temperatura suboptimala (32 °C) a fost mai mare decat la temperatura optimala
(40°C), reprezentand 19,4% pentru tulpina S. thermophilus CNMN-LB-50 si 23,8 % pentru S.
thermophilus CNMN-LB-51. Astfel, s-a demonstrat ca modificarea temperaturii de cultivare
influenteaza durata fazelor de dezvoltare si randamentul producerii metabolitilor extracelulari la
tulpinile de bacterii lactice S. thermophilus L 65 si S. thermophilus L 177.

Astfel, au fost stabiliti experimental parametrii biotehnologici optimi pentru culturile de
bacterii lactice producédtoare de EPS, ce se caracterizeazd prin randament inalt a EPS-lor si
numiarul mare de celule viabile. In conditii industriale de fabricare a produselor lactate
fermentate, pentru a stimula sinteza EPS-lor, mediul nutritiv poate si suplimentat cu zaharoza in
cantitate de 8%, firi a modifica temperatura. In conditii industriale tulpinile autohtone de S.
thermophilus CNMN-LB-50 si CNMN-LB-51 produc cantitati suficiente de EPS pentru

imbunatatirea calitatii produselor lactate, ce permite excluderea substantelor stabilizatoare din

procesul tehnologic [141].

97



3.7. Concluzii la capitolul 3

1.

In rezultatul efectudrii cercetarilor expuse in capitolul 3 a fost demonstrata posibilitatea de
obtinere din microflora laptelui crud si a produselor lactate de fermentare spontand a
tulpinilor autohtone de bacterii lactice cu proprietati biotehnologice valoroase, destinate
utilizarii in compozitia culturilor starter cu scopul fabricarii produselor lactate fermentate
[4, 5, 6].

Tulpinile selectate de bacterii lactice din specia S. thermophilus se caracterizeaza prin
activitate intensa de acidulare a laptelui, timp de 3-4 ore dezvoltindu-se 0 aciditate a
laptelui la nivelul de 65 - 74 °T, formand un coagul omogen, compact, dens, ce asigura
consistenta ferma a acestuia. Tulpinile S. thermophilus CNMN-LB-50 si CNMN-LB-51
sunt capabile sa sintetiza EPS.

Activitatea antagonista impotriva microorganismelor patogene a tulpinilor autohtone de S.
thermophilus este 1nalta. Zona de inhibitie variaza intre 16 si 18 mm fata de Escherichia
coli. si 19-21 mm fata de Staphilococcus aureus, ceea ce permite inhibarea dezvoltarii
infectiilor intestinale si previne dezvoltarea patogenelor in probele lactate fermentate.
Valoarea maximala a EPS-lor sintetizate la temperatura suboptimala de 32 °C este mai
mare cu 19,4% , decat la temperatura optimala pentru acest proces (40°C), pentru tulpina
S. thermophilus CNMN-LB-50 si cu 23,8 % pentru tulpina S. thermophilus CNMN-LB-
51. Modificarea temperaturii de cultivare influenteazd durata fazelor de dezvoltare si
randamentul producerii metabolitilor extracelulari de catre aceste tulpini.

Experimental au fost stabiliti parametrii biotehnologici optimi ai culturilor de bacterii
lactice producatoare de EPS, care asigura un randament inalt de obtinere a EPS-lor si unui
numar mare de celule viabile. Pentru a stimula sinteza de EPS in conditii industriale la
fabricarea produselor lactate fermentate farda a modifica temperatura, mediul nutritiv
trebuie suplimentat cu zaharozi in cantitate de 8%. In conditii industriale tulpinile
autohtone de S. thermophilus CNMN-LB-50 si CNMN-LB-51 produc cantitati suficiente
de EPS pentru imbunatatirea calitatii produselor lactate, ceea ce permite excluderea

substantelor stabilizatoare din procesul tehnologic [132].
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4. APLICAREA TULPINILOR SELECTATE DE STREPTOCOCCUS THERMOPHILUS
IN COMPOZITIA CULTURILOR STARTER

Tehnologia de fabricare a produselor lactate acide presupune fermentarea laptelui cu
utilizarea culturilor pure sau a consortiilor bacteriene compuse din diferite tulpini de bacterii
lactice. In acest caz, este important ca tulpinile utilizate in compozitia culturilor starter sa fie
biocompatibile si si asigure un numar de celule microbiene viabile de 10°— 10° in 1em® (g). La
fabricarea produselor lactate fermentate se recomanda aplicarea tulpinilor producatoare de EPS
in culturi starter, care asigurd caracteristici organoleptice si reologice necesare produselor finite
fara utilizarea aditivilor alimentari.

Este cunoscut faptul, ca culturile starter multiple, in comparatie cu monoculturile, poseda o
activitate biochimicd mai mare si o rezistentd mai Inaltd la diferiti factori negativi, oferind
produselor obtinute proprietdti probiotice complet noi [143].

De aceea tulpinile autohtone de S. thermophilus au fost in continuare incluse in asociatii
simbiotice, destinate fermentarii produselor lactate.

Rezultatele cercetarilor efectuate si descrise la Capitolul 3 al lucrarii de fata au stat la baza
elaborarii tehnologei de fabricare a culturilor starter liofilizate de bacterii lactice, care este
descrisa in Instructiunea tehnologica privind fabricarea culturilor bacteriene liofilizate pentru
produsele lactate fermentate (anexa 5) conform SM 307 ,,Culturile bacteriene liofilizate pentru
produsele lactate fermentate”.

In vederea elaboririi acestei tehnologii, au fost parcurse urmatoarele etape:

1. Optimizarea mediului de protectie pentru liofilizarea tulpinilor de S. thermophilus.

2. Elaborarea asociatiilor simbiotice de bacterii lactice termofile autohtone pentru fabricarea
laurtului.

3. Includerea culturilor starter elaborate in procesul tehnologic de fabricare a iaurtului.

4. Determinarea termenului de valabilitate a iaurtului fermentat cu aplicarea culturilor starter
autohtone.

5. Studiul de fezabilitate economicda a utilizarii culturilor starter autohtone in procesul

tehnologic de preparare a produselor lactate fermentate.

4.1 Optimizarea mediului de protectie pentru liofilizarea biomasei tulpinilor de
Streptococcus thermophilus

Utilizarea la scara industriala a microorganismelor, in calitate de agenti biotehnologici
pentru fabricarea produselor lactate, impune o conservare adecvatd a tulpinilor, ceea ce ar

asigura mentinerea viabilitatii, stabilitdtii genetice, puritdtii si capacitatii lor bioproductive.
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Pentru liofilizarea culturilor de bacterii lactice selectate a fost utilizatd statia pilot a
laboratorului de Biotehnologii alimentare a ISPHTA formata din: bioreactorul Biostat Sartorius
Aplus, centrifuga cu racire Rotina 38R si sistemul de liofilizare LABCONCO.

Acumularea biomasei culturilor bacteriene inainte de liofilizate s-a efectuat la temperatura
37 °C pana la atingerea valorii pH =4,6 a mediului de lapte hidrolizat, pornind de la un inocul
initial de 3%. Ulterior biomasa a fost separatd de mediul de culturd prin centrifugare si
suspendata in raport 1:1 in mediul de protectie cu urmatoarea componenta: lapte steril degresat
(16% SUD), zaharoza (10%), gelatind (5%), glutamat de sodiu (2,5%), citrat de sodiu (5%)
[131]. Suspensia obtinuta a fost repartizata cate 2 ml in flacoane si liofilizata la regimul elaborat
de Laboratorul de Biotehnologii Alimentare.

In rezultatul liofilizarii a fost testata viabilitatea culturilor selectate si s-a constatat ca acest
parametru scade comparativ cu titrul bacteriilor inainte de liofilizare de la 10** UF C-g‘1 pana la
10° - 10 UFC-g™.

In acest context, a aparut necesitatea optimizirii mediului de protectie pentru pastrarea
sigurd a tulpinilor de bacterii lactice. La selectarea componentelor mediului de liofilizare s-a
tinut cont de datele din literatura de specialitate, conform carora utilizarea lioprotectorilor
permeabili, in absenta celor impermeabili, este ineficientd si ca utilizarea mediilor de protectie cu
compozitie complexa are efect pozitiv asupra mentinerii viabilitatii materialului biologic [41].

Prin urmare, in calitate de crioprotectori in componenta mediilor de protectie pentru
conservarea tulpinilor S. thermophilus, au fost utilizati: glicerolul si citratul de sodiu -
lioprotectori permeabili, gelatina si zaharoza —impermeabili, in solutia tampon de fosfati
K2HPO, si KH,PO4 cu pH 7,2.

Raportul optim al componentelor mediului protector compus din lapte degresat, glicerol,
zaharoza, citrat de sodiu si gelatina a fost determinat cu aplicarea metodei de planificare
matematici a experientelor. In conditii de laborator (Directia ,,Tehnologii Alimentare”, IP
ISPHTA) au fost fabricate 24 mostre experimentale de tulpini liofilizate in corespundere cu
matricea de planificare a experimentului factorial cu 4 factori (Tabelul 2.3, Capitolul 2). Dupa
evaluarea numarului de celule viabile in fiecare din variantele experimentale, a fost alcatuita
ecuatia de regresie (4.1) care descrie veridic (p<0,05) in valori naturale modificarea viabilitatii
bacteriilor lactice in functie de continutul substantelor de protectie in mediul de liofilizare.

Astfel ecuatia de regresie obtinutd (R?=99,9%) este urmatoarea:
Y=56,83-0,25GI+2,06Z2+0,17CS+0,02G (4.1)
unde:

Y — viabilitatea bacteriilor, %;

Gl — continutul de glicerina, %
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Z — continutul de zaharoza, %

CS — continutul de citrat de sodiu, %

G — continutul de gelatina, %

Conform valorilor si semnelor coeficientilor de regresie din ecuatia 4.1, putem concluziona
ca zaharoza, glicerolul si citratul de sodiu influenteaza esential viabilitatea bacteriilor lactice

liofilizate, pe cand efectul gelatinei este neesential.

Vizualizarea grafica a ecuatiei de regresie polinomice 4.1 este prezentata in Figura 4.1.

iahllity, %

Fig. 4.1. Reprezentarea grafica a modelului matematic de viabilitate a bacteriilor lactice din
specia S. thermophilus dupa liofilizare in mediul protector compus: a) viabilitatea in functie de
zaharoza si citrat de sodiu; b) viabilitatea in functie de zaharoza si glicerol.

Analiza detaliata a ecuatiei 4.1 ne permite sa afirmam, cd zaharoza si citratul de sodiu au o
influenta semnificativa asupra viabilitatii culturilor de S. thermophilus, ceea ce contribuie si la
pastrarea proprietatilor lor biotehnologice importante [48].

In rezultatul cercetarilor efectuate s-a stabilit componenta optimi a mediului protector:
glicerind — 20%, zaharoza - 10-15%, citrat de sodiu — 7,5-10%, gelatina — 5%, adaugate la lapte
degresat cu 16% de substante uscate.

Aplicarea practicd a modelului matematic obtinut (ecuatia 4.1) a permis determinarea
raportului optim de substante protectoare pentru fabricarea concentratelor bacteriene in
diapazonul declarat al continutului de zaharoza, glicerol si citrat de sodiu in mediul protector
[11].

In baza rezultatelor cercetirilor privind optimizarea mediului de protectie pentru

liofilizarea biomasei tulpinilor S. thermophilus a fost depusa cererea de brevet de inventie de
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scurtd duratd S.2017 0090 din 2017.08.07 "Procedeul de obtinere a concentratului bacterian
uscat pentru fabricarea produselor lactate fermentate” (Anexa 4).

Tulpinile autohtone de interes biotehnologic au fost liofilizate si pe parcursul a 6 luni de
pastrare au fost monitorizate proprietatile lor tehnologice.

Proprietatile biotehnologice ale tulpinilor autohtone de S. thermophilus pe parcursul
pastrarii in stare liofilizata:

La baza tehnologiei de fabricare a produselor lactate acide stau procese biotehnologice care
influenteaza caracteristicile senzoriale, consistenta, valoarea nutritiva si biologica a produsului.
O caracteristicd importanta ale culturilor starter prezintd pastrarea proprietatilor biotehnologice
pe durata pastrarii lor. Astfel, au fost monitorizate proprietdtile biotehnologice principale:
activitatea fermentativa, aciditatea activa, viscozitatea relativd, activitatea de acidulare si
continutul exopolizaharidelor la tulpinile selectate S. thermophilus CNMN-LB-50, CNMN-LB-
51, CNMN-LB-52, CNMN-LB-53, CNMN-LB-54 pe durata pastrarii in stare liofilizata timp de
6 luni.

Deoarece pe durata pastrarii indelungate acesti parametri se micsoreaza, una din sarcinile
principale este mentinerea proprietdtilor tehnologice in timpul depozitarii. Aciditatea activa,
viscozitatea relativd si cantitatea exopolizaharidelor au fost determinate inainte si dupa
liofilizare, precum si lunar timp de 6 luni de depozitare. In calitate de proba martor a servit
valoarea pH-ului tulpinilor inainte de procesul de liofilizare.

Dinamica aciditatii active a tulpinilor autohtone S. thermophilus, pe durata pastrarii timp

de 6 luni este prezentata in Figura 4.2.

4,65

CNMN-LB-50 CNMN-LB-51 CNMN-LB-52 CNMN-LB-53 CNMN-LB-54
Tulpinile de S. thermophilus

pina la liofilizare  dupa liofilizare m 1 luna ma?2 luna

a3 luna m a4 luna a5 luna ma6 luna

Fig. 4.2. Variatia aciditatii active dupa uscare a tulpinilor de S. thermophilus in timpul

depozitarii timp de 6 luni
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Rezultatele au demonstrat ca aciditatea activa produsa in urma fermentarii laptelui de catre
tulpinile studiate a crescut dupa 6 luni de depozitare de la 4,5 pana la 4,6 unitati pH, ceea ce se
incadreaza in normele stabilite In SM 308:2012 “Concentrate bacteriene liofilizate destinate
fabricarii produselor lactate fermentate”. In calitate de martor a servit viscozitatea relativd a
coagulului inainte de liofilizare pentru fiecare tulpina.

Schimbarea viscozitatii relative a probelor de lapte fermentat de catre tulpinile studiate este

reprezentata in Figura 4.3.
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CNMN-LB-50 CNMN-LB-51 CNMN-LB-52 CNMN-LB-53 CNMN-LB-54
S. thermophilus

Fig. 4.3. Schimbarea viscozitatii relative a tulpinilor de S. thermophilus la pastrare in stare
liofilizata timp de 6 luni.

In rezultatul cercetarilor s-a constatat o scidere a viscozititii coagulului fermentat la toate
5 tulpini de S. thermophilus: cu 13% pentru S. thermophilus CNMN-LB-50; 14% - S.
thermophilus CNMN-LB-51 si S. thermophilus CNMN-LB-52; 17% pentru S. thermophilus
CNMN-LB-54 si 21% pentru si S. thermophilus CNMN-LB-53.

Modificarea continutului exopolizaharidelor in probele fermentate de tulpinile autohtone
de S. thermophilus CNMN-LB-50 si CNMN-LB-51 in perioada depozitarii timp de 6 luni in

stare liofilizata este reprezentata in Figura 4.4.
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Fig. 4.4. Dinamica cantitatii EPS-lor a tulpinilor de S. thermophilus dupa liofilizare si in
perioada depozitdrii timp de 6 luni.

Continutul de EPS in probele de lapte fermentat cu continut de tulpini de S. thermophilus
pe parcursul a 6 luni de depozitare a fost comparat cu continutul de EPS pana la liofilizare.

Rezultatele experimentale au demonstrat o scadere a continutului EPS-lor in comparatie cu
continutul initial al acestora pana la liofilizare. Astfel, continutul de EPS la S. thermophilus
CNMN-LB-50, dupa depozitare timp de 6 luni a scazut cu 11,7%, iar la S. thermophilus
CNMN-LB-51 - cu 12,7% .

Analiza rezultatelor privind proprietitile tehnologice — aciditatea activa, viscozitatea
relativa, cantitatea EPS-lor In coagul a demonstrat ca aceste proprietati in timpul depozitarii au
avut tendinta sa se micsoreze. In acelasi timp aceste schimbari nu au fost cruciale si s-au incadrat
in limitele admise.

Pentru a restabili proprietatile tulpinilor de S. thermophilus dupa liofilizare, au fost
efectuate 3 pasaje ale culturilor in lapte sterilizat degresat, dupa care din nou au fost evaluate
aciditatea activa, viscozitatea relativa si cantitatea de EPS.

Analiza valorilor de aciditate activa dupa fiecare pasaj, a demonstrat revenirea acestui
indicator la valori egale cu cele de inainte de liofilizare dupa efectuarea a 3 pasaje. Rezultatele

sunt reprezentate in Figura 4.5.
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Fig. 4.5. Modificarea aciditatii active a laptelui fermentat cu S. thermophilus cultivate timp de 6
ore.
Ca urmare a reinsdmantdrilor triple ale culturilor studiate a fost remarcata restabilirea

indicilor de viscozitate si atingerea valorilor initiale de pana la liofilizare (Figura 4.6).

1 insdmantate ™2 insdmantare ™ 3 insdmantare
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[
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CNMN-LB-50 CNMN-LB-51 CNMN-LB-52 CNMN-LB-53 CNMN-LB-54

S. thermophilus

Fig. 4.6. Variatia viscozitatii relative a laptelui cultivate timp de 6 ore.
in timpul insimantirii triple in lapte la tulpinile autohtone s-au restabilit proprietitile
biotehnologice si prin sporirea sintezei EPS-lor, revenind la valori identice cu cele inainte de

liofilizare (Figura 4.7).
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Fig. 4.7. Continutul EPS-lor la tulpinile de S. thermophilus cultivate timp de 6 ore.
Cercetarile privind efectul liofilizarii asupra indicilor biotehnologici (aciditatea activa,
viscozitatea relativa, sinteza de EPS) demonstreaza la toate 5 tulpini autohtone de S.
thermophilus o dinamica de reducere nesemnificativa a valorilor acestor parametri dupa 6 luni de
depozitare, care dupa 3 pasaje ale culturilor in lapte degresat, revin la valorile initiale, restabilind

proprietatile valoroase ale tulpinilor la nivel initial.

4.2. Elaborarea asociatiilor simbiotice de bacterii lactice autohtone pentru iaurt

La elaborarea consortiilor de bacterii lactice pentru culturi starter este important sa se ia in
considerare relatia dintre tulpini si posibilele modificari in microflord in timpul cultivarii
ulterioare in procesul de fabricare a produselor lactate.

Prin combinarea diferitor specii de bacterii lactice si prin reglarea temperaturii de
fermentare este posibild obtinerea unui produs cu gust si aroma doritd, texturd si proprietati
dietetice.

Din practicd se stie ca fabricarea iaurtului prezintd complicatii frecvente pentru
producatori, deoarece consistenta produselor este afectatd de diverse actiuni mecanice in
procesul tehnologic, la transportare i depozitare. La fel si scaderea continutului de grasime
influenteaza proprietatile structurale ale produsului, provocand eliminarea zerului si formarea
granulelor.

Problema obtinerii produselor lactate fermentate cu textura stabild se rezolva in majoritatea
cazurilor prin adaugarea stabilizatorilor si agentilor de ingrosare. In ultimul timp, pentru a obtine
produse lactate sdnatoase a fost aleasd calea de utilizare a culturilor starter functionale cu
proprietati capabile de a inlocui stabilizatorii de altda natura, prin combinarea culturilor de
bacterii lactice mezofile traditional utilizate, care sunt sensibile la bacteriofagi si la calitatea
laptelui, cu bacterii lactice termofile din specia S. thermophilus [160], care spre deosibire de cele

mezofile sunt mai active si stabile din punct de vedere biotehnologic [131].
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In studiile anterioare, descrise in capitolul 3, in rezultatul cercetarilor de izolare,
identificare si studiere a proprietatilor biotehnologice ale tulpinilor de bacterii lactice din specia
S. thermophilus au fost selectate 5 tulpini autohtone noi valoroase pentru industria laptelui, dintre
care 2 tulpini producatoare de EPS.

In continuare ne-am propus drept scop de a valorifica potentialul biotehnologic al tulpinilor
selectate, prin includerea lor in asociatii simbiotice de bacterii lactice pentru utilizarea lor in
prepararea culturilor starter. Pentru inceput, tulpinile liofilizate la etapa precedenta a studiului au
fost reactivate din stare liofilizatd, cu evaluarea ulterioara a caracteristicilor lor biotehnologice.
Rezultatele evaluarii sunt prezentate in Tabelul 4.1.

Tabelul 4.1. Caracteristicile tehnologice ale culturilor liofilizate de S. thermophilus

Caracteristici Tulpini Streptococcus thermophilus
LB-50 LB-51 LB-52 LB-53 LB-54

Durata de 6,0+0,5 6,0+0,2 6,8+0,3 6,4+0,2 6,7+0,3
restabilire, ore
Aspectul Coci, asociati in diplococi si Coci, asociati in diplococi
microscopic in lanturi de diferite lungimi
Aspectul Omogen, vascos, filant Omogen, nevascos
coagulului
Consistenta Densa cremoasd \ Densa
Eliminarea fara eliminare de zer
zerului

Activitatea acidifianta in lapte integral, inocul 5% cultura
Durata 4,0+0,1 3,8+0,2 3,6+0,2 4,0+0,1 5,0+0,1
coagularii,
ore
Aciditatea 77,0£1,0 73,0+1,0 69,3£1,2 | 74,7£0,6 73,7+1,2
titrabila, °T
Viscozitatea 41,7+0,6 42.34+0,6 70,3+£0,6 | 51,7+0,7 45,7+1,1
cinematica, cSt
EPS, mg/100 ml 44,6+5,0 55,6+4,0 0 0 0

Conform Reglementdrii Tehnice iaurtul este un produs lactat fabricat prin fermentarea
laptelui cu culturi starter ce contin speciile S. thermophilus si Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus.
Relatia dintre cele doua specii in culturile starter este de simbioza, ceea ce este important pentru
formarea acidului lactic, gustului tipic si aromei produsului.

De aceea pentru formarea consortiilor de bacterii lactice utilizate la fabricarea iaurtului,
din Colectia Ramurala de Bacterii Lactice (Directia Tehnologii Alimentare, ISPHTA) au fost
selectate si testate tulpini autohtone de Lb. bulgaricus.

Culturile, de asemenea, au fost restabilite din stare liofilizata si apreciate dupa

principalele criterii tehnologice: durata de restabilire, aspectul coagulului, aspectul microscopic
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al celulelor, activitatea acidifiantd in lapte integral cu inocul de 5% culturd. Rezultatele sunt
prezentate in Tabelul 4.2.
Tabelul 4.2. Caracteristicile tehnologice ale tulpinilor Lb. bulgaricus

Caracteristici Tulpini Lactobacillus bulgaricus CNMN-

LB-40 LB-41 LB-42 LB-43 LB-44
Durata de 17,8+0,2 15,6+1,9 6,6+0,4 17,7+0,4 34,3%1,5
restabilire, ore
Aspectul coagulului Omogen vascos
Consistenta densa moderat moderata

densa,
Eliminarea zerului fara eliminare de zer cu eliminare de
zer
Aspectul microscopic Bacili separati, si asociati in lanturi de diferite lungimi
Activitatea acidifianta in lapte integral, inocul 5% cultura

Durata coagularii, 4,5+0,3 3,7+0,3 4,1+0,1 4,5+0,5 7,2+0,3
ore
Aciditatea titrabila, | 131,3+1,5 | 124,3+0,6 | 119,0+1,0 | 120,0+2,0 124,5+2,5
°T
Viscozitatea 17,5+0,3 15,2+0,3 27,3+£2.5 19,3£0,8 11,94+0,6
cinematica, ¢St
EPS, mg/100 ml 0 0 0 0 0

Din datele prezentate putem concluziona ca 4 culturi de Lb. bulgaricus CNMN-LB-40,
CNMN-LB-41, CNMN-LB-42, CNMN-LB-43 — s-au restabilit in timpul necesar, conform
cerintelor: maximum 20 ore. Culturile restabilite au format coagul in 3,5-44+0,5 ore, cu aspect
omogen, consistentad densd, la unele putin vascos, gust curat de lapte fermentat, cu aciditate
titrabila moderata intre 89-94 °T [9]. Tulpina Lb. bulgaricus CNMN-LB-44 s-a restabilit cu
intarziere de 16 ore, formand un coagul moderat, ceea ce nu corespunde cerintelor tehnologice si
deci nu poate fi aplicatd in combinatiile pentru culturile starter destinate fabricarii iaurtului.
Coagulul obtinut prin fermentare de catre tulpinile cercetate a avut un indice de viscozitate mic
cuprins intre 11,13 — 28,84 ¢St. Nici o tulpina nu produce EPS. Tulpina Lb. bulgaricus CNMN-
LB-42 a fost selectatd pentru utilizare in componenta culturilor starter destinate fabricarii
iaurtului. Adeverinta de depozitare si pasaportul tulpinii este prezentat in Anexa 6.

La etapa urmatoare au fost efectuate cercetari privind asocierea tulpinilor S. thermophilus
in cadrul speciei.

Pentru crearea asociatiilor intre tulpinile de aceiasi specie, tulpinile selectate de S.
thermophilus au fost combinate treptat in raport 1:1, studiindu-se compatibilitatea lor la nivel de
actiune acidifianta si coagulanta [3, 13]. Tulpinile au fost inoculate in lapte (20-30 ml). Dupa
incubare, pana la obtinerea coagulului, combinatiile obtinute au fost reinsamantate de doua ori in

lapte degresat steril. Au fost selectate asociatii, ce au demonstrat actiune de acidogeneza intensa
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— in maxim 5 ore, cu formarea unui coagul omogen, dens, cremos sau vascos cu filanta
moderata.
Au fost elaborate 7 asociatii de tulpini in cadrul speciei S. thermophilus:

Cultura cu EPS - S. thermophilus CNMN-LB-50 +S. thermophilus CNMN-LB-51;

Cultura cu EPS - S. thermophilus CNMN-LB-50 + S. thermophilus CNMN-LB-52;

Cultura cu EPS - S. thermophilus CNMN-LB-50 + S. thermophilus CNMN-LB-53;

Cultura cu EPS - S. thermophilus CNMN-LB-50 + S. thermophilus CNMN-LB-54;

Cultura cu EPS - S. thermophilus CNMN-LB-51 + S. thermophilus CNMN-LB-52 +S.

thermophilus CNMN-LB-53;

6. Cultura cu EPS - S. thermophilus CNMN-LB-51 + S. thermophilus CNMN-LB-54;

7.  Cultura fara EPS - S. thermophilus CNMN-LB-52 + S. thermophilus CNMN-LB-53+ S.
thermophilus CNMN-LB-54;

o B~ w0 D

Asociatiile au fost studiate conform indicilor biotehnologici. Rezultatele investigatiilor
sunt prezentate in Tabelul 4.3.

Tabelul 4.3. Caracteristicile asociatiilor de tulpini in cadrul speciei S. thermophilus

Nr. crt. Durata Aciditatea Viscozitatea, Cantitatea Aspectul
coagulirii, titrabila, °T cSt de EPS, coagulului
ore mg/100 ml
1 3,6+0,1 74+1 43+1 81,7+2,1 O,F', C, fz
2 3,4+0,2 72,3421 52,7£2.5 46,3+1,5 O,\V,F.D,Cfz
3 4,0+0,1 76+1 46,3+1,5 43,1+1,0 O,\V,F,D,Cfz
4 4,2+0,3 74+1 48,3+1,5 40,£1,5 O,\V,F,D,C,fz
5 3,6+0,2 75,3+1,5 50,3+0,5 56,3+5,5 O,\V,F,D,Cfz
6 3,7+0,3 74,3+0,5 44,0+2,6 53,6+3,2 O,V,F,D,Cfz
7 3,9+0,1 75,0+£1,0 62,0+£2,6 0 Oo,nV,D,fz

Nota: O — omogen, V — vascos, nV — nevascos, F — filant, F* - foarte filant, D — dens, C —
cremos, fz — fara eliminarea zerului.

Asociatiile nr. 3 s1 4 manifesta caracteristici biotehnologice foarte bune, fermentand laptele
in 4-4,5+0,5 ore (conform cerintelor durata de fermentare trebuie sa fie 6 ore). Asociatia nr.3
manifesta viscozitate moderata — 51,96 cSt, comparativ cu nr.2. Combinatiile de tulpini de
bacterii lactice de S. thermophilus nr. 5 si 6 in compozitia carora este inclusd tulpina S.
thermophilus CNMN-LB-51 1la fel prezinta mare interes tehnologic si pot fi utilizate in calitate
de culturi starter pentru fabricarea produselor lactate fermentate. Insa a fost remarcat faptul ca
asociatiile de tulpini nr. 4 si 6 poseda caracteristici aproape similare. Cat priveste asociatia nr.7,
formata din tulpini neproducétoare de EPS, aceasta a demonstrat vascozitate slaba - 30,89 cSt si
aciditate moderata — 61 °T, si poate fi utilizatd doar pentru fabricarea produselor lactate grase cu

aciditate redusa.
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In rezultatul examinarii a 7 culturi starter formate din culturi S. thermophilus se poate
constata faptul cd toate asociatiile pot servi 1n calitate de culturi starter pentru utilizarea in
producere, dintre care 6 asociatii producdtoare de EPS si 1 neproducatoare de EPS. Totusi cele
mai reusite combinatii care pot fi utilizate in fabricarea iaurtului sunt nr. 1 — S. thermophilus
CNMN-LB-50 + S. thermophilus CNMN-LB-51, formeaza coagul filant cu aciditatea titrabila
moderata 68£1°T, nr. 2 -S. thermophilus CNMN-LB-50 + S. thermophilus CNMN-LB-52,
formeaza coagul dens, vascos si nr.7 — S. thermophilus CNMN-LB-52 + S. thermophilus
CNMN-LB-53 + S. thermophilus CNMN-LB-54, formeaza coagul dens, pentru fabricarea
produselor lactate fermentate nevascoase.

De asemenea, a fost creata si o combinatie din toate 5 tulpini studiate de S. thermophilus
CNMN-LB-50, CNMN-LB-51, CNMN-LB-52, CNMN-LB-53, CNMN-LB-54 si incorporata in
cultura starter pentru fabricarea branzeturilor tari. In cadrul SA “SUCCES”, or. Réscani, a fost
produs un lot experimental de produs de branza, certificatul de implementare a caruia este
prezentat in Anexa 7. In rezultatul implementirii s-a constatat ci tulpinile autohtone sunt
competitive cu cele de import si asigurd fermentarea laptelui si atingerea nivelului necesar de
aciditate conform cerintelor pentru fabricarea branzeturilor tari.

Produsele lactate fermentate sunt foarte populare in intreaga lume datoritd proprietatilor
specifice si efectului benefic asupra organismului uman. Un rol crucial in fabricarea lor il joaca
procesele biochimice cauzate de culturile starter. Prin urmare, calitatea produselor lactate
depinde de calitatea culturilor starter utilizate la producerea acestora, care, la randul lor, sunt
determinate de caracteristicile microorganismelor din cadrul culturii starter.

Culturile starter pentru fabricarea iaurtului trebuie sa fie alcatuite din tulpini din speciile S.
thermophilus si Lb. bulgaricus. De aceea la etapa urmatoare au fost create si studiate asociatiile
formate din lactobacili si streptococi termofili. In baza asociatiilor formate in cadrul speciilor, au
fost alcatuite combinatii de tulpini pentru culturi starter destinate fabricarii iaurtului:

1. S. thermophilus CNMN-LB-50+S. thermophilus CNMN-51+Lb.bulgaricus CNMN-LB-42

— cultura starter cu EPS;

2. S.thermophilus CNMN-LB-50+ S. thermophilus CNMN-52+ Lb. bulgaricus CNMN-LB-

42 — cultura starter cu EPS;

3. S. thermophilus CNMN-LB-53+ S. thermophilus CNMN-LB-54+ Lb. bulgaricus CNMN-

LB-42 — cultura starter clasica.

Cele 3 asociatii au fost supuse studiului dupa principalii parametri tehnologici, rezultatele
caruia sunt reprezentate in Tabelul 4.4.

Rezultatele obtinute in urma asocierii speciilor S. thermophilus si Lb. bulgaricus in

culturile starter pentru fabricarea iaurtului, indica o crestere a cantitdtii de EPS sintetizate de
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tulpinile S. thermophilus CNMN-LB-50 si S. thermophilus CNMN-LB-51 comparativ cu
rezultatele obtinute la fermentarea laptelui separat cu tulpini individuale, deci s-a dovedit efectul
simbiotic al culturilor S. thermophilus si Lb. bulgaricus. Cultura starter formata din 2 tulpini
producatoare de EPS are 0 vascozitate moderata in comparatie cu alte asociatii formate.

Tabelul 4.4. Caracteristicile asociatiilor de tulpini autohtone pentru iaurt

Cultura Durata Aciditatea | Viscozitatea, | Cantitatea | Aspectul

starter coagularii, titrabila, cSt de EPS, | coagulului
ore °T mg/100 ml

1 3,5+0,5 11242 43,97+1,3 58,43+1,9 O,V,F,D,fz

2 3,540,5 118+1 7025+1,72 | 47,4913 |O,V,F,D, fz

3 4+0,5 9842 106,51+1,0 |0 0,D, nF,fz

Nota: O —omogen, V — vascos, nV — nevascos, F — filant, D — dens, fz — fara eliminarea zerului.
Cea mai inalta valoare de viscozitate are coagulul format cu utilizarea asociatiei de tulpini
nr.3: coagulul este dens, nefilant. In toate variantele aciditatea titrabild a fost in limitele
admisibile — 98-118 °T, nu a fost depistatd eliminarea zerului. Deci, asociatiile formate
corespund cerintelor fatd de culturile starter destinate fabricarii produselor lactate fermentate [9].
De asemenea, a fost efectuat examenul microscopic al culturilor starter elaborate pentru
determinarea raportului dintre culturile de S. thermophilus si Lb. bulgaricus. Rezultatele sunt

reprezentate in Figura 4.8.

Caracteristica
senzoriala

Caracteristica
coagulului

Fig. 4.8. Aspectul microscopic al asociatiilor formate, MOx100 (Autorul foto Cartasev A.).
In rezultatul studiului dat au fost elaborate 3 culturi starter destinate fabricarii iaurtului:
1. YOL1 - S. thermophilus CNMN-LB-50, CNMN-LB-51 si Lb. bulgaricus CNMN-LB-42;
2. YO2 - S. thermophilus CNMN-LB-50, CNMN-LB-52 si Lb. bulgaricus CNMN-LB-42;
3. YO3 - S. thermophilus CNMN-LB-52, CNMN-LB-53, CNMN-LB-54 si Lb. bulgaricus
CNMN-LB-42;
Culturile starter compuse au fost testate privind caracteristicile tehnologice si caracterul

simbiotic al tulpinilor in cazul culturilor multiple pentru a fi selectate cele cu un potential mai
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mare de utilizare la fabricarea produselor lactate fermentate. Culturile au fost inoculate in lapte
degresat 1n cantitate de 5%.

La etapa initiald a fost analizatd activitatea de acidogeneza a culturilor starter elaborate.

Ca rezultat al studiilor privind activitatea de acidifiere a culturilor starter timp de 8 ore de
cultivare la temperatura de 40+1 °C, s-a constatat scaderea aciditdtii culturilor starter pe
parcursul a 5 ore de cultivare atingind valori egale cu 4,58+0,02 — 4,31+0,03 unitati ale pH-ului.
Dupa 5 ore de cultivare, cand coagulul este deja format, reducerea aciditatii active a culturilor
continud cu unele devieri neinsemnate. Dupa 8 ore de cultivare aciditatea activa a atins
urmatoarele valori: pH-ul culturilor YO1 — 4,17+0,05, YO2 — 4,15+0,02, YO3 — 4,28+0,01, care
dupa 8 ore nu s-au schimbat esential, de unde putem concluziona ca culturile starter nu vor cauza
deteriorarea produsului finit pe parcursul depozitarii.

Viscozitatea coagulului lactat este o caracteristica foarte importantd la fabricarea
produselor lactate fermentate. Masurarea proprietatilor reologice ofera informatii referitoare la
natura si consistenta structurii formate, pentru cad consistenta produsului este determinata de
structura sa.

A doud etapa a studiului culturilor starter a avut drept scop determinarea viscozitatii,
numadrului de microorganisme lactice viabile, a cantitdtii de EPS in cazul culturilor starter
compuse din tulpini autohtone capabile de sintezd a polimerilor extracelulari. Caracteristicile
biotehnologice si proprietatile de producere valoroase au fost examinate in laptele degresat steril
la temperatura optimala de cultivare a culturilor termofile 40°C.

Datele prezentate in Tabelul 4.5 caracterizeaza culturile starter elaborate ca acidifianti
moderati, concentratia acidului lactic format fiind in limitele de 1,008-1,152 %. Conform
cerintelor tehnologice pentru culturile starter destinate fabricarii iaurtului, rata acidului lactic
trebuie si fie intre 0,7- 1,26%. In pofida faptului cai tulpini selectati de Lb. bulgaricus a
manifestat o acidifiere a laptelui cu grad inalt de aciditate in cazul dat, in asociere cu tulpinile din
specia S. thermophilus demonstreaza 0 concentratie de acid lactic la nivel moderat.

Tabelul 4.5. Caracteristicile biotehnologice ale culturilor starter autohtone

Cultura Caracteristicile biotehnologice

starter NMLYV, Cantitatea de EPS, Sinereza, cm® Aciditatea titrabila,
IgUFC/g mg/100 ml (% acid lactic)

YO1 9,698 65,1+1 absenta 1,008+0,005

YO2 9,342 56,6+1 absenta 1,152+0,013

YO3 8,114 - absenta 1,062+0,01

Acest fenomen poate fi explicat in felul urmator: S. thermophilus stimuleaza cresterea Lb.

bulgaricus prin reducerea aciditatii laptelui, schimbarea potentialului redox al laptelui, utilizarea
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oxigenului dizolvat in lapte si formarea CO,. Astfel, S. thermophilus asimiland oxigenul din
lapte, creeaza conditii anaerobe, necesare pentru cresterea Lb. bulgaricus [131].

Culturile starter elaborate contin sute de milioane si miliarde de celule viabile active in 1
cm® de lapte degresat si acest indicator demonstreaza ca tulpinile incadrate in asociatii nu sunt
antagoniste intre ele.

Asociatiile care contin EPS au consistenta moderat filanta, toate mostrele sunt moderat de
vascoase. Aprecierea organolepticd a constatat gust si miros caracteristic produsului fabricarii
caruia sunt destinate culturile starter. Culturile starter care contin tulpinile producatoare de EPS
formeaza coagul omogen si dens, fara eliminarea zerului, ceea ce mareste rezistenta coagulului si
contribuie la stabilitatea produsului [49].

Urmatoarea etapa a a constituit fabricarea lotului experimental de culturi starter liofilizate
destinate fabricarii iaurtului.

In scopul liofilizarii si pastrarii ulterioare, culturile starter autohtone elaborate au fost
suspendate in mediul protector in raport de 1:1 si repartizate in flacoane tip penicilind a cate 4
ml. Liofilizarea a fost efectuata in instalatia de marca Labconco, conform procedeului elaborat in
Laboratorul de biotehnologii alimentare ISPHTA [52]. Au fost obtinute 3 loturi experimentale de
culturi liofilizate, ce reprezintd 3 combinatii de tulpini autohtone de bacterii lactice termofile
pentru iaurt. Dupa liofilizare s-au obtinut cate 2 g cultura liofilizata in fiecare flacon.

Determinarea capacitatii de pastrare a indicilor de calitate pe parcursul termenului
indelungat de pastrare este importantd pentru culturile starter. De aceea au fost studiati indicii
asociatiilor de tulpini de bacterii lactice pe parcursul a 6 luni de péstrare la temperatura -18+1
°C. Rezultatele studiului sunt expuse in Tabelul 4.6.

Tabelul 4.6. Dinamica numarului de bacterii lactice viabile in procesul de pastrare

Durata pastrarii, luni

Titrul 1 2 3 4 5 6

bacteriilor

lactice YO1

viabile. 93402 | 87403 | 8.8+0.1 | 8.6£02 | 8.5+02 | 8.4+02

logUFC in Y02

1ml 8.0+0.1 | 8.8+0,1 | 8,6+0,1 | 84+0,1 | 82+0,1 | 8,1%0.1
YO3 | 83102 | 8202 | 81202 | 7.9+01 | 80+0.1 | 7.8+03

Rezultatele obtinute aratd cad numarul de bacterii lactice practic nu s-a schimbat pe
parcursul perioadei de cercetare (cu variatii neinsemnate in limitele erorilor admise) si
corespunde cerintelor pentru culturile starter utilizate la fabricarea produselor lactate fermentate.
Copia Procesului verbal de producere a culturilor starter in conditiile de laborator se anexeaza

(Anexa 8).
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4.3. Includerea culturilor starter elaborate in procesul tehnologic de fabricare a iaurtului

In prezent se acordi o mare atentie calitatii si sigurantei produselor lactate, care sunt
consumate de populatia de toate varstele. In acest sens, este important de a verifica modul in care
functioneaza culturile la scara industriala de fabricare a produselor lactate fermentate, mai ales
culturile producatoare de EPS [131].

laurturile fac parte din grupa populard a bauturilor fermentate din lapte, care contine o
microflora specifica si poseda proprietati benefice pentru organismul uman. Microflora iaurtului
are un efect benefic asupra tractului digestiv, ajutd la mentinerea echilibrului microflorei
intestinale, este o sursd de minerale si vitamine din grupului B. laurtul fermentat cu culturi
lactice vii poate fi consumat de citre persoanele cu intoleranta de lactoza.

In ultimii ani, pe piata internd a apirut o mare varietate de iaurturi, unele dintre cu o
calitate semnificativ diferitda de iaurtul traditional. Situatia datd a condus la introducerea
Reglementarii Tehnice “Lapte si produsele lactate”, in care se stabileste cd iaurtul este un produs
lactat fabricat prin fermentarea laptelui cu culturi starter de S. thermophilus si Lb. delbrueckii
ssp. bulgaricus [24]. Producatorii utilizeaza stabilizatori pentru imbunatatirea consistentei,
parametrilor structurali si reologici, in special la iaurtul cu continut redus de grasime, care este
solicitat de consumatori, In conformitate cu recomanddrile nutritionistilor. De aceea, este
important de a oferi producatorului posibilitatea de a produce iaurt cu o consistentd si
caracteristici reologice necesare, fara a utiliza stabilizatori.

Pentru acest studiu a fost ales iaurtul clasic cu un continut de grasime de 2,5%. La fel,
tinand cont de tendinta de a fabrica produse cu un continut redus de grasime, a fost preparat si
1aurtul degresat cu continut de grasime de 0,1% . Pentru aceasta au fost calculate retetele pentru
fabricarea iaurtului care sunt prezentate in Tabelul 4.7.

Tabelul 4.7 Retete de producere a sortimentului de iaurt (pentru 100 kg de produs finit fara

evidenta pierderilor)

Materie prima Iaurt 2,5% de grasime laurt degresat
Lapte de vaca 3,5% de grasime 71,0 15
Lapte degresat 24,0 93,5
Cultura starter reactivata pe lapte degresat 5,0 50
TOTAL 100 100

In conditii industriale, la Concernul ,,JLC GROUP” din mun. Chisinau, a fost fabricata o
serie de iaurt cu continut diferit de grasime, folosind culturile starter elaborate YOI, YO2 si
YO3. Fermentatia a fost efectuatd la temperatura de 40+1 °C, dupa tehnologia traditionald —
laurt prin metoda la rezervor. Copia certificatului de producere in conditii industriale este

prezentat in Anexa 9.
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Materia prima utilizata in procesul de fabricare a iaurtului a fost laptele si smantana dulce
cu parametrii fizico-chimici dupa cum urmeaza: pentru lapte - aciditatea titrabilda 16+1 °T,
aciditatea activa pH 6,45+0,5, fractia masica de grasime 2,5+0,1%, fractia masica de proteine
2,84+0,3%; pentru laptele degresat — aciditatea titrabila 17+1 °T, aciditatea activa pH 6,5+0,5,
fractia masicd de grasime 10,0+0,1%, fractia masica de proteine 2,8+0,3%, iar caracteristicile
organoleptice ale laptelui fiind: dupa aspectul exterior si consistentd — lichid netransparent,
omogen fard sediment, nefilant; laptele degresat — lichid cu gust si miros pur, fara miros si gust
strain, nespecific laptelui proaspat; culoare — alba, uniforma in toata masa. Materia prima a fost
selectata in conformitate cu Reglementarea tehnica ”Lapte si produse lactate”.

Amestecurile normalizate au fost pasteurizate la temperatura de 87+2°C timp de 10 sec.
Apoi amestecurile normalizate au fost racite pana la temperatura de 40+1°C si Insamantate cu
culturi starter YO1 si YO2 cu EPS. Au fost fabricate loturi de control cu utilizarea culturilor
starter elaborate fara EPS (YO3). In toate loturile a fost introdusd cultura starter in cantitate de
5%. Procesul de fermentare a durat pana la atingerea aciditatii active — pH 4,6. Dupa finalizarea
procesului de fermentare produsele lactate au fost puse la rece — 4+2°C. Au fost studiate
proprietatile senzoriale, fizico-chimice si microbiologice ale produselor lactate obtinute.

Culturile starter au fost brevetate prin aplicare la produsul lactat praf [3]. Copia brevetului
de inventie si distinctiile obtinute la saloanele internationale de inventii pentru aceasta elaborare
sunt prezentate in Anexa 11 si Anexa 12.

Caracteristicile de calitate ale iaurturilor traditionale §i degresate:

Evaluarea calitatii iaurturilor fabricate in conditiile industriale cu utilizarea culturilor
elaborate in cadrul tezei de doctorat a fost initiatd prin studiul caracteristicilor microbiologice,
care sunt cele mai importante la etapa de apreciere a calitatii produselor alimentare.

A fost apreciata evolutia numarului de microorganisme lactice in procesul de fermentare si
in produsele finite. Datele obtinute sunt prezentate in Figura 4.9.

Astfel, iaurtul fabricat cu utilizarea culturilor starter YO1 si YO2 cu EPS , in comparatie
cu cel de control - fermentat de YO3, au demonstrat prezenta unui numar mai mare de celule.
Cea mai mare valoare a bacteriilor lactice (9,3+0,02 Ig CFU in 1 ml de proba) a fost determinata

in iaurtul de 0,1% fermentat de catre cultura YOI.
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Fig. 4.9. Modificarea numarului de bacterii lactice in procesul de fermentare si dupd maturizare;

a) iaurtului 2,5% grasime si b) a iaurtului 0,1% grasime.

Conform cerintelor stipulate in documentele normative pentru iaurt, nivelul de bacterii
lactice in 1 ml de produs trebuie sa fie minim 10 mln. In cazul nostru putem constata ca culturile
starter testate in producere asigura produsul lactat cu microorganisme benefice din abundenta.
Din datele prezentate rezultd cd dupa maturizare la temperatura de 4+2°C, numarul de bacterii
lactice in mostre a ramas aproape de nivelul inregistrat la finalizarea procesului de fermentare.

Mostrele de iaurt cu continut diferit de lipide au fost evaluate privind prezenta bacteriilor

patogene, drojdiilor si micromicetelor. Datele sunt expuse in Tabelul 4.8.

Tabelul 4.8. Caracteristica microbiologica a mostrelor de iaurt

Indicii

Rezultatele cercetarilor

Bacterii coliforme, in 1,0 g

Nu s-au depistat

Microorganisme patogene inclusiv Salmonella, in 25 g

Nu s-au depistat

Staphilococcus aureus, in 1,0 g

Nu s-au depistat

Drojdii, UFC/1 g, max

Nu s-au depistat

Micete, UFC/1 g, max

Nu s-au depistat
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Mostrele de iaurt cu continut diferit de grasime corespund cerintelor indicate in ,,Reguli
privind criteriile microbiologice pentru produsele alimentare” [25]

La etapa urmatoare au fost analizate caracteristicile senzoriale si fizico-chimice ale
mostrelor de iaurt. Pe parcursul procesului de fermentare si in produsul finit au fost apreciati
parametrii organoleptici: aspectul exterior, gustul si mirosul, culoarea, textura si parametrii
fizico-chimici: aciditatea titrabila, aciditatea activa si sinereza. Caracteristicile organoleptice ale
mostrelor experimentale de iaurt fabricat cu utilizarea culturilor starter elaborate pe baza de
tulpini autohtone a fost evaluata de comisia de degustare din cadrul Directiei "Tehnologii
Alimentare" a IP ISPHTA, fapt confirmat prin procesul verbal de degustare (Anexa 10).

Fiecare degustator a evaluat calititile senzoriale a 6 variante de iaurt, notdndu-le in
conformitate cu scara de punctaj prezentatd in fisa de analiza senzoriald. Evaluarea fiecarei
caracteristici organoleptice in conditiile descrise a fost realizatd prin comparare cu scari
de punctaj de 0-5 puncte si obtinerea punctajului mediu dat de grupa de degustatori. Rezultatele

examindrilor sunt prezentate in Figura 4.10.

Aspect éo‘ spect
6 \
. Consiste . Consiste
Miros nta Miros < 2 nfa
GustTextura
Gust Textura
e Y 01 0,1% ==Y 02 0,1%
e Y01 2,5% ====Y02 2,5% Y03 2,5% Y03 0,1%
a) b)

Fig. 4.10. Profilul senzorial al iaurturilor: a) 2,5% de grasime b) 0,1% de grasime.

laurturile fabricate cu culturi starter producatoare de EPS (YOI si YO2) cu 2,5% de
grasime au fost caracterizate astfel: coagulul de consistenta ferma, textura vascoasa, fara bule de
gaz si eliminare de zer,cu aspect de portelan, de culoare alba cu nuanta gélbuie, aroma specifica
de iaurt, cu caractere specifice fermentatiei lactice si gust placut, acrisor.

Taurtul 2,5% de grasime fermentat cu cultura YO3 a avut o caracteristica similara, cu unica
deviere ce se referd la textura, care a fost moderat de densa, dar conform cerintelor.

laurtul degresat (0,1% de grasime) fabricat cu culturi bacteriene producatoare de EPS a
avut coagul de consistenta potrivitd, cu eliminare slaba de zer (max. 2%), aroma specifica de

laurt, cu caractere specifice fermentatiei lactice, gust acrisor mai pronuntat comparativ cu
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variantele de 2,5 % de grasime. Textura a fost filanta, fluidda si omogend, in care nu au fost
evidentiate aglomerari si rupturi. Cel mai mic punctaj a obtinut iaurtul fermentat cu cultura YO3,
pentru ca in comparatie cu variantele mentionate mai sus coagulul a avut aspect usor nisipos.
Totusi, cu aceste devieri texturale, iaurtul cu 0,1% produs cu cultura starter YO3 a fost apreciat
pozitiv.

Astfel, proprietdtile organoleptice ale iaurtului cu continut diferit de grasimi fabricat cu
utilizarea culturilor starter YOI si YO2, care contin tulpini de S. thermophilus producatoare de
EPS au obtinut cele mai bune rezultate.

Cresterea aciditatii titrabile si scaderea aciditatii active au fost aproape identice la toate
mostrele examinate. Rezultatele sunt prezentate in Figura 4.11.

Astfel, dinamica cresterii aciditatii titrabile a mostrelor de iaurt obtinut prin fermentarea
laptelui cu cultura starter YO1 a crescut aproape identic in primele 3 ore de cultivare, iar
valoarea finala a fost de 77+1 °T. Evolutia aciditatii titrabile a acestor mostre pentru primele 3
ore de fermentare a fost de 30-32 °T, in contrast cu mostrele de iaurt fermentate de cultura YO2,
unde 1n primele 3 ore s-a observat cresterea mai lentd a aciditatii — de 22-25 °T.

Cantitatea de metaboliti (acid lactic) a crescut pana la 73+3 °T (Figura 4.11, a). laurtul cu
continut de grasime 0,1% fermentat de cultura producdtoare de EPS s-a caracterizat prin
acumulare rapida a acidului lactic in primele 3 ore cu 31°T (Figura 4.11, b). Scaderea valorii pH-
ului a fost similara, dar dupa maturarea produselor lactate fermentate, mostrele de iaurt obtinut
prin activitatea culturii YO3 au demonstrat valori mai mici ale pH-ului, egale cu 4,3-4,4.

Aciditatea titrabila a tuturor mostrelor a crescut putin si aciditatea activd nu s-a schimbat
mult, de aceea putem concluziona cd valorile finale ale aciditdtii mostrelor de iaurt cu diferit

continut de grasime corespund exigentelor Reglementarii Tehnice “Lapte si produsele lactate”.
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Fig. 4.11. Modificarea aciditatii titrabile si a aciditatii active a iaurtului: a) iaurt 2,5% grasime,

b) iaurt 0,1% grasime.
Prin urmare, datele obtinute au demonstrat avantajul utilizarii culturilor producatoare de
EPS in culturile starter pentru fabricarea iaurtului.
Au fost studiate caracteristicile fizico-chimice de calitate a mostrelor de iaurt fabricate.
Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 4.9.

Tabelul 4.9. Caracteristicile fizico-chimice a mostrelor de iaurt

Indicii Cerinte * laurt 2,5% laurt 0,1%
Fractie masica de grasime, % max. 15% 2,6 0,15
Fractie masica de proteine, % min. 2,7% 3,5 3,1
Fractie masica de SUD, % min. 9,5% 12,4 10,1

Nota: * conform [22]”

Un indicator important la fabricarea produselor lactate fermentate cu continut redus de
grasime este sinereza — Separarea zerului. Pentru probele de iaurt fabricate cu utilizarea
culturilor starter producatoare de EPS, dupad maturare si in timpul depozitdrii, nu a fost detectata
sinereza. laurtul degresat fabricat cu cultura YO3 a manifestat separarea zerului in cantitate de
0,8%.

Proprietatile deosebite ale tulpinilor S. thermophilus autohtone sunt confirmate prin
brevetul de inventie de scurtd duratd MD-865 din 2015.01.31 ,,Procedeul de obtinere a
produsului lactat praf” (Anexa 11).

Urmatoarea etapd a evaludrii indicilor de calitate a iaurturilor fabricate in conditii
industriale a fost consacratd studiului propriettilor structurale ale produselor obtinute prin

fermentare cu culturi starter producatoare de EPS.
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In procesul de fabricare a produselor lactate fermentate se acordd o atentie deosebitd
consistentei. laurtul prezintd un sistem coloidal, caracterizat prin legéturi tixotrope reversibile
intre particulele proteice. Acest produs prezintd un fluid vascos elastic, adicd poseda proprietati
vascoase ale unui lichid si proprietati elastice ale unui solid. Comportamentul reologic al acestor
produse corespunde unui fluid non-newtonian.

In acest sens, viscozitatea produsului depinde de viteza de fortificare exercitata. In cazul
laurtului vascozitatea scade odata cu cresterea vitezei de fortificare, iar vascozitatea este
caracterizatd prin asa-numita vascozitate aparenta la o viteza de fortificare data.

Durata procesului de fermentare are un impact negativ asupra indicatorilor de calitate a
produselor lactate fermentate. Acidul lactic acumulat in rezultatul activitatii microorganismelor
reduce sarcina electrica a proteinelor, reducand astfel si proprietatile lor hidrofile
(dehidrogenarea proteinelor si eliminarea zerului) . Aceastd separare spontana se explicd prin
faptul ca apa liberd umple numai volumul interior al sistemului structurat in coagulul format fara
formarea legaturilor stranse fizico-chimice.

In continuare, au fost efectuate studii privind efectele culturilor starter multiple, ce contin
tulpini de S. thermophilus producatoare de EPS, asupra proprietatilor structurale si mecanice ale
iaurtului. In calitate de control a servit culturile starter cu tulpini neproducitoare de EPS.
Evaluarea consistentei a fost realizatd dupa vascozitatea aparentd (dinamicd) a produselor,
gradul de sinereza, gradul de distrugere si restabilire a structurii coagulului [131].

Distrugerea structurii coagulului a fost efectuata timp de 2 min. Studiul nostru a aratat ca
timpul de relaxare de 30 de min este suficient pentru a restabili coagulul, cresterea timpului de
relaxare nu a condus la o crestere a gradului de restabilire a structurii coagulului.

In rezultatul studiilor s-a determinat, ca utilizarea culturilor starter producatoare de EPS
blocheaza procesul de sinereza si conduce la cresterea capacitatii de retinere a apei In coagul,
ceea ce se datoreaza faptului cd EPS-le consolideaza legaturile de apa cu componentele de lapte
[49, 51].

Evaluarea consistentei iaurtului fermentat de catre cultura starter, in componenta careia nu
au fost introduse tulpini de S. thermophilus producatoare de EPS, a aratat ca coagulul distrus
manifesta tixotropie mai joasd decat la utilizarea In culturile starter a tulpinilor producatoare de
EPS, fapt ce se datoreazad sistemului de compatibilitate termodinamic limitat de proteina din
lapte. Acidul lactic prezent in produsul fermentat contribuie la procesul de hidroliza a
proteinelor, insotita de distrugerea structurii produsului.

Cercetdrile au stabilit cd utilizarea culturilor starter multiple la fabricarea iaurtului cu
continut diferit de grasime poate mari vascozitatea acestora (1,543; 1,557, 1,567 si 1.559 Pa-s,

respectiv) si caracteristicile tixotrope (reducerea degradarii structurii si cresterea capacitatii de
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restabilire a structurii), gradul inferior de distrugere fiind de 30,5%, iar cel mai inalt grad de
reducere constituind 84,4%.

In experientele ulterioare au fost studiati parametrii reologici, care caracterizeaza
proprietatile mecanice ale coagulilor — indicatorul de viscozitate a coagulului in functie de viteza
de fortificare, tensiunea de fortificare si viteza de distrugere a structurii. Rezultatele cercetarii

sunt reprezentate in fig. 4.12 si 4.13.
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Fig. 4.12 Variatia viscozitatii aparente (dinamice) in functie de viteza de fortificare pentru

mostrele de iaurt: a) 2,5% de grasime, b) 0,1% de grasime.
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Figura 4.13. Tensiunea de fortificare in functie de viteza de fortificare pentru probele
de iaurt: a) 2,5% grasime, b) 0,1% grasime.
Rezultatele au ardtat ca vascozitatea coagulului de iaurt la viteza de fortificare 1 s in

varianta experimentala YO1 2,5% si YO2 0,1% a fost mai mare decat la mostrele fermentate de
YO3 2,5% si1 0,1%.

Valoarea cea mai mare a tensiunii de fortificare a fost observata pentru varianta YOI 2,5%
-16,5 Pa-s; pentru mostrele YO2 si YO3 —de la 12,4 Pa-s pana la 15,6 Pa-s respectiv.

Astfel, utilizarea culturilor starter producatoare de EPS contribuie la reglarea procesului de
structurare si imbunatateste proprietdtile mecanice ale produselor lactate fermentate in special cu

continut redus de grasime.

121



Pentru a confirma datele obtinute a fost studiatd microstructura iaurtului fabricat cu

utilizarea atat a culturilor starter producatoare de EPS cat si fara EPS, prezentata in Figura 4.14.

c) d)
Fig.4.14. Microstructura iaurtului x40: a) 2,5% de grasime+ EPS, b)0,1% de grasime+ EPS,

¢) 2,5% de grasime— control, d) 0,1% de grasime — control (Autor foto Cartasev A.).

Analiza microscopica a preparatului histologic a iaurtului fabricat cu utilizarea culturilor
starter producatoare de EPS prezintd o structurd omogena, densa, mai ales varianta de iaurt cu
2,5% de grasime, fara eliminarea zerului (Figura 4.14, a), complexele granulate de proteine din
lapte sunt colorate in roz-maro (Figura 4.14). laurtul degresat fabricat cu tulpina producatoare de
EPS de asemenea are structura compacta, proteinele din lapte sunt grupate intr-un mod suficient
in complexe mari, repartizate inegal, structura leaga apa libera ce previne separarea zerului [55].

Este evident ca EPS-le contribuie la legarea apei din produs si anume pentru produsele
lactate degresate. laurtul cu 2,5% grasime, produs cu cultura traditionald de control YO3 fara
tulpini producatoare de EPS a avut aciditate mai mare in comparatie cu iaurtul fabricat cu
utilizarea culturii starter producatoare de EPS, observand-se agregarea proteinei In complexe
mici, separate si repartizate neuniform (Figura 4.14 c), ceea ce a cauzat o capacitate mai mica de
retinere a apei si separare a zerului [55]. Trebuie de remarcat faptul, ca in cazul dat s-a separat
1% de zer, iar conform documentatiei in vigoare, pentru iaurt se admite separarea zerului in
cantitate de pana la 2%. In cazul iaurtului 0,1% fabricat cu cultura YO3, microstructura este
neomogena (Figura 4.14, d), complexele proteice sunt repartizate haotic cu interspatii mari si
eliminare de zer in cantitate de 3%. De aceea se poate constata faptul ca iaurtul degresat poate fi
fabricat cu utilizarea culturilor starter producatoare de EPS sau cu utilizarea sistemelor de

stabilizare.
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4.4. Determinarea termenului de valabilitate a iaurtului
In scopul stabilirii termenului de pastrare a iaurturilor, fabricate in conditii industriale,

mostre din loturile experimentale au fost depuse la pastrare pe un termen de 20 zile. Prelungirea
investigatiilor a fost determinatd tindnd cont de coeficientul de rezerva. Pentru produsele usor
alterabile el constituie 1,3 — pentru termenii de pastrare pana la 30 zile. Conform metodelor
utilizate In domeniul alimentar [146], iaurturile au fost cercetate la doud regimuri de temperatura
4+2 °C si la 92 °C timp de 26 zile. Necesitatea efectuarii cercetdrilor in conditii de pastrare la
temperaturi Tnalte se explicd prin aceea cd produsele lactate sunt usor alterabile. Principiul
utilizarii temperaturilor inalte tine cont de posibilitatea Intreruperii lanfului frigorific pe parcursul
transportarii produsului spre consumator si in legatura cu aceasta e posibila activarea microflorei
psihrotrofe. Mostrele pastrate au fost verificate periodic conform indicilor senzoriali, fizico-
chimici, biochimici si microbiologici. Numarul investigatiilor periodice a mostrelor selectate a
fost calculat tinand cont de termenul recomandat de pastrare si specificul produsului, in rezultat
numarul punctelor de control constituind 5 unitati.

Rezultatele investigatiilor senzoriale, fizico-chimice si microbiologice pentru o mostra de
iaurt 2,5% de grasime sunt prezentate in Tabelul 4.10.

Tabelul 4.10. Dinamica indicilor de calitate pe parcursul termenului de valabilitate a iaurtului.

Periodicitatea, zile
1 15 20 26

Indicii

Aspect exterior si consistenta Coagul de consistentd potrivitd, fara bule de gaz,

nu exprima zer, aspect de portelan la rupere

Culoarea Alba, uniforma sau cu nuanta slab gilbuie

Gust si miros Specific de iaurt, placut, acrisor, fara gust sau

miros straine

Fractia masica de grasime, % 2,5+0,1 | 2,5+0,1 | 2,4+0,1 | 2,5+0,1 | 2,5+0,1
Fractia masica de SU, % 10,1+0,1

Aciditatea, °T 77£0,1 | 77+0,1 | 79+0,1 | 78+0,1 | 79+0,1
Microorganisme lactice viabile, UFC, 1x10° | 1x10° |1x10° |1x10° | 1x10°
in 1g produs

Bacterii coliforme, in 0,01g produs

Nu s-a depistat

Staphylococcus aureus, in 1g produs

Nu s-a depistat

Microorganisme patogene, inclusiv
Salmonella, in 25g produs

Nu s-a depistat

Proteus in 1g produs

Nu s-a depistat

Drojdii, in 1g produs

Nu s-a depistat

Micromicete, in 1g produs

Nu s-a depistat
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Din datele tabelului 4.10 se observd, ca pe parcursul termenului de cercetare
caracteristicile organoleptice ale mostrelor de iaurt nu s-au inrautatit in comparatie cu nivelul
initial de fabricare.

Indicii fizico-chimici a mostrelor de iaurt practic nu s-au schimbat pe parcursul perioadei
de cercetare (cu variatii neinsemnate in limitele erorii admise) si corespund cerintelor
documentelor in vigoare [24].

In rezultatul cercetarilor microbiologice ale mostrelor pe parcursul perioadei de pastrare, se
poate afirma ca nici intr-o proba de iaurt nu au fost depistate microorganisme patogene, inclusiv
bacterii coliforme, Staphilococcus aureus, Salmonella, bacterii din genul Proteus. Drojdii si
micete In mostrele de iaurt, la fel, nu au fost depistate pe parcursul perioadei cercetate.

Numarul de bacterii lactice in mostrele de iaurt, pe parcursul termenului de cercetare (5
puncte de control, 26 zile de pastrare) a ramas practic in limitele cerintelor normative - nu mai
mic de 10° de celule bacteriene.

Cercetdrile privind determinarea termenului de valabilitate a iaurtului fabricat cu utilizarea
culturilor starter autohtone au demonstrat, ca fara utilizarea stabilizatorilor si altor aditivi
alimentari calitatea iaurtului fabricat se pastreaza la nivelul initial timp de 20 zile [51]. Darea de

seama privind termenul de pastrare este prezentat in Anexa 13.

45. Fezabilitatea economica a utilizarii culturilor starter autohtone in procesul
tehnologic de preparare a produselor lactate fermentate

Industria laptelui din Republica Moldova, fabricand produsele lactate, rezolvd doua
probleme importante. Prima consta in asigurarea populatiei tarii cu produsele lactate si a doua —
exportul produselor din lapte.

Culturile starter, obtinute conform procedeelor biotehnologice prin multiplicarea tulpinilor
de bacterii lactice speciale, se utilizeaza practic in toate tehnologiile de prelucrare a laptelui, cu
exceptia fabricarii laptelui praf si a untului.

In prezent, culturile starter sunt obiecte de import pentru diferite tari ale lumii. Din punct
de vedere economic cheltuielile legate de import contribuie la majorarea pretului produsului
finit.

Conform datelor statistice, in anul 2015 pe teritoriul Republicii Moldova au fost
inregistrate 29 de intreprinderi de fabricare a produselor lactate, care produc 32 mii tone de
lactate fermentate, volumul producerii carora, comparativ cu anul 2010, a crescut cu 17,5% [1].
In rezultat creste si cererea de culturi starter.

Pentru a aprecia fezabilitatea economica a utilizarii culturilor starter autohtone este necesar

de a calcula costul unui concentrat bacterian elaborat.
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Calculul costurilor se realizeaza dupa urmatoarele pozitii:
1. Materii prime si materiale de baza.
. Costurile de transport.
. Materiale auxiliare.
. Combustibil si energie pentru scopuri tehnologice.
. Salariile de baza si suplimentare ale lucratorilor de productie.
. Alocatiile pentru nevoi sociale.

. Cheltuieli de intretinere si functionare a echipamentului.

o 9 AN LN B W DN

. Cheltuielile sectiei de producere.
9. Alte cheltuieli.

Costul materiei prime si a materialelor de baza este determinat de normele de consum de
toate tipurile de materii prime pe unitate de produs finit, indicatd in retetd. Calcularea
consumului, costului materiei prime si a materialelor de baza pentru fabricarea culturii starter
pentru iaurt este prezentata in tab. 4.11 si 4.12.

Cheltuielile de transport includ costul de transport al materiei prime. Valoarea lor este
calculatd aproximativ 15-20% din costul materiei prime. Cheltuielile de transport reprezinta 11,6
lei.

Cheltuielile legate de combustibil si consumul de energie in scopuri tehnologice (energie
electricd, apa etc.) sunt calculate in functie normele relevante ale cheltuielilor de echipamente
tehnologice in valoare de 15% din costul materiei prime si a materialelor de bazd. Combustibilul
si consumul de energie in scopuri tehnologice ajunge pana la 11,6 lei.

Consumul materialelor auxiliare includ costul produselor chimice, textile, lubrifianti,
containere, detergenti, echipamente, materiale de ambalare, care sunt necesare pentru producerea

unei unitdti de productie. Calculul este prezentat in Tabelul 4.11.

Tabelul 4.11. Calcularea consumului materiei prime si materialelor de baza pentru obtinerea 1 kg

de concentrat bacterian

Materie prima si materiale Consum, kg Costul, lei
Mediul pe baza de lapte degresat hidrolizat 10,000 156,0
Cultivare, centrifugare 20kWt 50,0
Total 206,0
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Tabelul 4.12. Calcularea consumului materiei prime si materialelor de baza pentru liofilizarea

1 kg concentrat bacterian

Materie prima si materiale Consum, kg Costul, lei
Lapte degresat 1,000 43
Glicerina 0,100 2,6
Zaharoza 0,075 1,76
Citrat de sodiu 0,025 1,0
Gelatina 0,025 11,2
Solutie tampon 0,275 15
Lactobacillus bulgaricus 0,0015 15
Streptococcus thermophilus 0,0015 15
Total 77,56

Tabelul 4.13. Consumul materialelor auxiliare

Materiale auxiliare Consum, buc Pretul, lei Costul, lei
Flacon 500 0,8 400,0
Pluta 500 0,5 250,0
Capac aluminiu 500 0,5 250,0
Ambalaj de desfacere 50 1,0 50,0
Cutie 1 19 19,0
Total 38,86 969,0

Marimea salariului de bazad si suplimentar al lucratorilor pe unitatea de productie este
determinatd prin extinderea la o rata de 8-15% din costul materiei prime si constituie pana la
6,2 lei. Contributiile sociale includ urmatoarele taxe retinute: fondul social 23%, asigurare
medicala 9%, fondul de pensii 6% si constituie 2,3 lei.

Cheltuielile pentru intretinerea si functionarea echipamentului s-a determinat prin
extinderea in marime de 30-50% din fondul de salarii al lucratorilor de productie si constituie 2,5
lei.

Cheltuielile legate de sectia de producere includ costurile de amortizare, intretinere si
reparare a instalatiilor de productie, costurile de gestionare si de intretinere a sectiei in ansamblu
salariile de bazad si suplimentare ale personalului, costul de protectie si securitate a muncii.
Aceste costuri sunt in proportie de 40-50% din salariul lucrétorilor de productie si reprezinta
2,79 lei.
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Cheltuielile de producere generale includ costurile de gestionare si organizarea producerii
la intreprindere, cum ar fi salariile personalului de conducere, deplasari, cheltuielile de posta si
telefonie, formare a cadrelor, paza etc. Aceste cheltuieli sunt la o rata de 150-200% din salariul
lucratorilor de productie. Cheltuieli de producere generale constituie 10,85 lei.

Costul unitar de productie este definit ca suma a tuturor acestor articole si constituie
1300,4 lei.

Costurile ocazionate in afara productiei includ cheltuieli legate de vanzarea produselor
finite si se calculeaza cu o0 extindere de 0,1-0,5% din costul de productie, ceea ce constituie pana
lalleu.

Costul total (sinecostul) include suma costurilor de productie si in afara productiei si
constituie 1301,4 lei.

Calculand costul total si stabilind nivelul de rentabilitate se poate calcula profitul si pretul
en-gros al produsului.

Nivelul mediu de rentabilitate a intreprinderilor din industria alimentara este aproximativ
de 15-25%. Astfel, castigul estimat (C) se calculeaza dupa formula 4.1:

S'R
=200 4.1)
unde:
S — sinecostul produsului, lei;
R — nivelul de rentabilitate, %.
C= 1301,4- 25

= 325,1 lei
100 325,1 lei

Pretul en-gros se determina dupa formula 4.2.

P=S+C, (4.2)
P =1301,4 + 325,1 = 1626,5 lei

Astfel, costul aproximativ a unui flacon (2 g) de concentrat bacterian pentru fabricarea
laurtului constituie 3,25 lei.

Pretul concentratului bacterian obtinut, in medie, este mai ieftin comparativ cu cele
prezente pe piatd. De exemplu, cultura starter YO-Mix 883 destinatd fabricarii iaurtului si
compusa din tulpinile S. thermophilus si Lb. bulgaricus costa 19,8 lei pentru 2 g de cultura [137].

- Calculul efectului economic rezultat din implementarea in circuitul economic a
propunerii de fabricare a culturilor starter In comparatie cu culturile starter provenite din import.
Calculul efectului economic anual obtinut datoritd utilizarii propunerilor de rationalizare se

efectueaza conform formulei urmatoare [24]:
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E= YK ACi-Si" =Yk (Cib - Ci™) - Sit (4.3)
unde:

E — efectul economic anual de la utilizarea propunerilor de rationalizare pe parcursul
perioadei de gestiune, obtinut din contul reducerii costului de productie a tuturor tipurilor noi de
productie (lei);

ACi — volumul reducerii costului de productie i-unitatii productiei de tip nou (lei/kg);

Si— volumul productiei i-unitatii produselor de tip nou obtinut in anul de gestiune (kg);

Ci" si Ci® — costul de productie al unei i-unitdti de productic de tip nou si, respectiv,
productie-baza (lei/kg);

k — cantitatea tipurilor de productie noua.

Astfel, in baza calculelor realizate, efectul economic la 1000 de flacoane fabricate
conform preturilor din anul 2017 va constitui:

E = (19,8 —3,25) - 1000 = 16 550 lei

4.6 . Concluzii la capitolul 4

1. Aplicarea metodei matematice de planificare a experintelor a permis stabilirea
compozitiei optime a mediului de protectie pentru conservarea si pdstrarea tulpinilor
autohtone noi de S. thermophilus: glicerina (20%), zaharoza (10%), citrat de sodiu (10%)
si gelatina (5%). [48].

2. Raportul optim al crioprotectorilor permeabili si celor impermeabili in componenta
mediului protector pentru conservarea 1In stare liofilizata a tulpinilor autohtone de
streptococi lactici, contribuie la pdstrarea viabilitdtii si proprietatilor biotehnologice ale
culturilor. Culturile liofilizate in mediul protector optimizat revin la indicii productivi
initiali dupd 3 pasaje succesive pe mediul cu lapte degresat.

3. Tulpinile selectate sunt compatibile la asociere, iar includerea lor in asociatiile simbionte
de rand cu specia Lactobacillus bulgaricus, a permis obtinerea unor culturi starter
multiple echilibrate destinate fabricarii iaurtului. Culturile starter elaborate contin 10° si
10" CFU/mI de lapte degresat, formeaza coagul omogen si dens, fara eliminarea zerului,
cu proprietati organoleptice specifice iaurtului [4, 5, 6, 53].

4.  Culturile starter producédtoare de EPS poseda un efect pozitiv asupra mostrelor de iaurt
fabricat in conditii industriale sporind viscozitatea si imbunatatind proprietatile structurale
ale iaurtului. Contributia EPS-lor produse de S. thermophilus este foarte importantd mai
ales la ameliorarea proprietatilor fizico-chimice si caracteristicilor texturale ale laptelui
degresat fermentat, comparativ cu probele care utilizeaza stabilizatori comerciali si culturi

care nu produc EPS.
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laurturile fabricate conform tehnologiei elaborate cu utilizarea culturilor starter autohtone

isi pastreaza indicii de calitate la nivel initial timp de 20 zile, fara utilizarea stabilizatorilor

sau altor aditivi alimentari.

Implementarea tehnologiei de fabricare a culturilor starter autohtone, elaborate in cadrul

lucrarii date, asigura un cost de 6 ori mai mic per flacon de cultura starter, in comparatie

cu cele provenite din import.

CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI
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Realizarea cercetarilor si analiza rezultatelor obtinute in cadrul tezei de doctor ,,Tulpini
autohtone noi de Streptococcus thermophilus si utilizarea lor pentru fabricarea produselor

lactate fermentate” au condus la formularea urmatoarelor concluzii;

1. Tulpinile autohtone de bacterii lactice termofile izolate din lapte si produse lactate de
fermentare spontand din diferite zone ale R. Moldova apartin speciei Streptococcus

thermophilus, conform rezultatelor identificarii fenotipice si genotipice [4, 5, 6].

2. Tulpinile de Streptococcus thermophilus: CNMN-LB-50, CNMN-LB-51, CNMN-LB-52,
CNMN-LB-53 si CNMN-LB-54 selectate pentru fabricarea produselor lactate fermentate
poseda caracteristici biotehnologice valoroase, caracterizandu-se prin activitate intensa de
acidulare a laptelui si de formare a unui coagul omogen, compact si dens, ceea ce asigura

consistenta ferma a produselor [8].

3. Tulpinile selectate contin 10°-10'° UFC in 1 g de lapte fermentat si produc acid lactic in
cantitati suficiente pentru a inhiba cresterea microorganismelor patogene. Tulpinile
manifesta activitate antagonista fatda de Escherichia coli si fatad de Staphilococcus aureus,
contribuind la prevenirea dezvoltarii infectiilor intestinale si a patogenilor in probele
lactate fermentate [50, 54].

4.  Utilizarea tulpinilor Streptococcus thermophilus  CNMN-LB-50 si Streptococcus
thermophilus CNMN-LB-51 producatoare de exopolizaharide (EPS) permite excluderea
stabilizatorilor chimici din procesul tehnologic. Modificarea temperaturii de cultivare
influenteazd durata fazelor de dezvoltare si randamentul producerii acestor metaboliti
extracelulari. Pentru a stimula sinteza EPS 1n conditii industriale de fabricare a produselor
lactate fermentate fara a modifica temperatura, mediul nutritiv trebuie suplimentat cu

zaharoza 1n cantitate de 8%. [141].

5. Mediul protector determinat in baza metodei matematice de planificare a experientelor
contine cantitdti optimale de glicerind (20%), zaharoza (10%), citrat de sodiu (10%),
gelatind (5%), compozitie ce asigura viabilitatea bacteriilor lactice la nivel de 97% dupa
liofilizare si mentinerea proprietatilor biotehnologice a culturilor pe o duratd de pastrare

indelungata [48].
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6.  Asocierea culturilor in cadrul speciei Streptococcus thermophilus, precum si includerea lor
in cadrul asociatiilor simbionte de rand cu specia Lactobacillus bulgaricus, permite

obtinerea unor culturi starter multiple echilibrate destinate fabricarii iaurtului [4, 5, 6, 53].

Problema stiintifica importantia solutionati in lucrare. Au fost selectate si descrise
tulpini noi de bacterii lactice din specia S. thermophilus, ceea ce a condus la elaborarea culturilor
starter autohtone cu potential biotehnologic inalt pentru industria de procesare a laptelui, fapt ce
a permis eficientizarea procesului de fabricare a produselor lactate fermentate.

Aportul personal. In materialele care reflecti continutul brevetelor de inventie autorului fi
revine cota parte In corespundere cu lista autorilor. Toate celelalte rezultate obtinute, analiza,

generalizarile si concluziile apartin autorului

RECOMANDARI PRACTICE

1. Tulpinile de bacterii lactice de Streptococcus thermophilus CNMN LB — 50, CNMN LB - 51,
CNMN LB — 52, CNMN LB — 53, CNMN LB — 54 cu proprietati biotehnologice valoroase se
recomanda pentru producerea industriald a culturilor starter destinate procesarii laptelui la
fabricarea produselor lactate fermentate cu continut diferit de lipide;

2. Mediul optimizat pentru liofilizarea culturilor de bacterii lactice din specia S. thermophilus se
recomanda pentru depozitarea si pastrarea acestora in conditii de producere industriald;
microflora nedorita in conditiile de fermentare, se recomanda pentru utilizare la scara

industriala - in procesul de fabricare a iaurtului.
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Anexa 2
Adeverinte de depozitare a tulpinilor autohtone noi de Streptococcus thermophilus

CNW INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE

2 SI BIOTEHNOLOGIE AL A.S.M.
COLECTIA NATIONALA DE MICROORGANISME NEPATOGENE d

str. Academiel, 1, VID 2028, Chizindu, Republiea Mobdova, Ted. (37322) 72 96 09, c-mail; fmbenmmsgyshou.com

ADEVERINTA DE DEPOZITARE

Cartagev A., Buret E., Ccev G.
(\nmumele, prenumele)
Institutul Stiinifico-Practic de Horticultura s1 lehnologii Alimentare
(denumirea organizatiei)

str. Vierul 59, MD-2070, or. Codru. mun Chisindu, Republica Mo.dova

(adresa deponentulu;)

Streptococcus thermophilus -

cestinatA utilizarii in compozitia culturilor starter
rentru fabricarea jaurtalui, laptelui covasit

(Genul, specia §i destinafia tipiniil

Numirul de inregistrare, irvocat tupinii
depozitate de citre Colectiz:

Streptococcius thermophilus CNMN-LB-50
Data depozitarii: (7.04.2014

Adresa si denumirea colectiei:

sir. Academiei 1. MD-2028, Institutul de Micrahiolngie si Rintehnnlogie,
Colectia Nefioneld de Microorganisme Nepatogene (CNMN).

Chigindu, Republica Moldova

Tel.: (#37322) 73 96 09

E-myail, imbeimnv@yahuoo.com

Web: www.imb.asm.md

’

/6ircc101 ul lusq;i_’;f‘;fz"_' 2 M /
av:ademician./ O fesar Biivers / e V. Rudic

Ay '
Chise s 0. Chiselita
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continuare Anexa 2

CNMN INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE

SI BIOTEHNOLOGIE AL AS.M.
COLECTIA NATIONALA DE MICROORGANISME NEPATOGENE

str. Aeademiei, 1, MID 2Q28, Chigindu Republicn Moldova, Tel (373 22) 7396 09, e-mad; imbenmn Lyahorcom

ADEVERINTA DE DEPOZITARE

Cartagev A., Burzt E., Coev G.

(numele, prenumele)
Instiwul Stiingifico-Practic de Horticultura si 1ehnologii Alimertare
(denumirea organizaici)

str. Vierul 59, MD-2070, or. Codru, mun. Chisinda, Reputlica Moldova
(adresa deponertului)

Streptococenys thermephilus -

destinata utilizarii in compozitia culturilor starter
pentru fabricarea iaurtului, laptelui covasit

(Gonul, specia gi destinagia rulvinid)

Numarul de inregistrare, invoczt tulpinii
depozitate de caue Colectie:
Streptococcus thermophilus CNMN-LB-51

Data depozitdrii: 07.04.2014

Adresa si denumirea colectiei:

str. Academiei 1, MD-2028, Institutul de Microbiologie si Bictehnologie,
Colectia Nafionald de Microorganisme Nepatogene (CNMN),

Chiginiu, Rzpublica Moldova

Tel.: (+373 22) 73 9609

E-mail; imbenmn(@yahoo.com

Web: wwwaimb.asm.md

V. Rudic

(/42 X5 0. Caiselita
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continuare Anexa 2

CNMN INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE
SI BIOTEHNOLOGIE AL A SM.

COLEQIIA NATIONALA DE MICROORGANISME NEPATOGENE

atr. Academicl, |, MD-2028, Chiyiru, Republics Mabtova, Tel. (373 22) /3 90 1Y, e-mail: imbenmniayai00.co0m

ADEVERINTA DE DEPOZITARE

Cartasev A., Buret E., Coev G.
{(numele, prevumeliz)
Insiitutul Stuntifico-Practic ce Horticulturd si Tehnolozii Alimentare
(dentanirea vrganizagie)
str. Vierul 59, MD-2070, or. Codru. mua. Chisiniiu, Republica Moldova

(adresa aeponzntului)

Streprecoceus thermophilus -

destinata utilizarii in compozitia culturilor starter
pentru fabricarea iaurtului, laptelui covisit, brinzei si smintinii

(Genul specia §i destinagia tdpini)

Numarul de inregistrare, invocat tulpinii
depozitate de catre Coleciie:
Streptococeus thermophilus CNMN-LB-52

Data depozitirii: 07.04.2014

Adresa si denumirea colectiei:

str. Academiei 1, MD-2028, Institutul de Microbiologie si Biotehnologie,
Colectia Nationala ¢e Microorganisme Nepatogene (CNMN),

Chisingu, Republica Moldova

Tel.:(+373 22) 73 96 09

E-mzil: imbenmn@vahoo.com

Web: www,.imb.asnm.md

mcrohnologlc si Bioehnologie.

LA V. Rudic

YA 9 o
CACLr A Jq Q. Chiszlita
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continuare Anexa 2

CNMN INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE

SI BIOTEHNOLOGIE AL A.SM.
COLECTIA NATIONALA DE MICROORGANISME NEPATOGENE

#tr. Academiei, I, MD 2028, Chigiriiu, Republica Moldova, Tel, (273 22] 723 96 09, c-umil; imbeunn@yahvo.com

ADEVERINTA DE DEPOZITARE

Cartasev A., Bure{E., Coev G.
(mumele prenumele)
Instituwl §tiingifico-Practic de Horticultura s1 L'eknologii Alimentare

(denumirea organizagiei)
str. Vieru. 59, MD-2070, or. Codru. mun. Chisindu, Republica Moldova

(adresa deponentiui)

Streptacoccuy thermopiilus -

destinatd ut liza-ii in compozitia culturilor starter
pentru rabricarea iaurtului, laptelui ccvasit, brinze. i sminfinii

1Genal, specia gi destivatia tulpinii)

Numarul de inregistrare, invocat iulpinii
depozitate ce catre Colectie.

Streptococcus thermophiius CNMN-LB-53
Data depozitarii: 07.04.2014

Ad-esa si denumirea colectiei:

str. Academiel 1, MD-2)28, Institutul de Microb.ologie si Biotchnologie.
Colectia Nationald de Microorganisme Nepatogene (CNMN),

Chisindu, Republica Mcldova

Telz (+373 22) 73 96 09

E-mail: inbermni@yahoo.com
Web: www.imb.asm.md

[P
™

igrobiologie si Biotehnologie. /;/
4o V. Rudic

3 C:‘rq\ O. Chiselita
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continuare Anexa 2

CNW INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE

= SI BIOTEHNOLOGIE AL A.SM.
COLECTIA NATIONALA DE MICROORGANISME NEPATOGENE

ste Academiel, |, MD-2028, Chigindu, Republica Molduva, Tel, (373 22) 73 96 79, e-mall: inbenmnia@yahoo,com

ADEVERINTA DE DEPOZITARE

Cartasev A., Buret =., Coev G.
(numele, premmmelz)
Institunl $tintifico-Practic ce Horticulturd §i Tehnologii Alimentare
{denwnirea organizagiei)
str. Vierul 59, MD-2070, or. Codru. mun. Chisirdu, Republica Moldova

(adresa aeporentului)

Strepiococeus thermophilus ST -109(12) -

destinata utilizarii in compozitia culturilor starter
pentru fabricarea iaurtulul, laptelui covasit, brinzei si smintinii

(Genul specia gi destimatia ndpinii)

Numaru! de inregistrare, invocat tulpinii
depozitate de cale Colecie:

Streptococeus thermophilus CNMN LB-54

Data depozitarii: 07.04.2(14

Adresa si denumirea colectiei:

str. Academiei 1, MD-2028, Institutul de Microbialogic si Biotehnologie,
Coleetia Nationala de Mizroorganisme Nepatogene (CNMN),

Chisindu, Republica Moidova

Tel: (1373 22)73 9509

E-mail: imbenmn@vahoo.com

Web: www,.imb.asm.md

¢ Bficrobiologie si Biolehnologiz, o
Bita: P V. Rudic

iplaic, “Chisedide 0. chiselita
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Anexa 3
Proces verbal de fabricare a loturilor experimentale de bacterii lactice (5 tulpini) din specia

Streptococcus thermophilus

ACADEMIA DE STIINTE A MOLDOVEI
MINISTERUL AGRICULTURII SI INDUSTRIEI ALIMENTARE
INSTITUTUL STIINTIFICO - PRACTIC DE HORTICULTURA SI TEHNOLOGII
ALIMENTARE

APROB

Director general al ISP de Horticultura si
Tehnologii Alimentare

N dr. hab. DADU C.

v

PROCES VERBAL DE PRODUCERE
Nr. 2 din 9 februarie 2013 Chisindu, IP ISPHTA

Noi, subsennatii: sef de laborator Ghenadie COEV, cercettori stiintifici Elena BURET,
Anatoli CARTASEV, Valentina LAZAREVA, am intocmit acest proces verbal, confirmind, ca
in Laboratorul de biotehnologii alimentare in perioada de 23 ianuarie — 8 februarie 2013 au fost
fabricate loturi experimentale de bacterii lactice din specia Streptococcus thermophilus (5
tulpini) izolate din lapte si produsele lactate de fermentare spontana din diferite regiuni ale RM.

Au fost investigate indiicii organoleptici, fizico-chimici si microbiologici. .

Mostrele fabricate au fost puse la pistrare (-18 °C) in Laboratorului de biotehnologii
alimentare.

Caracteristicile mostrelor de tulpini liofilizate sunt prezentate in tabelul 1.

Tabelul 1. Caracteristicile tulpinilor S. thermophilus liofilizate

caracteristici Tulpini de Streptococcus thermophilus
CNMN-LB-50 | CNMN-LB-51 | CNMN-LB-52 [ CNMN-LB-53 | CNMN-LB-54
Aspect exterior Forma de pastild, intreaga de culoare galbuie
Fractie masica
de umiditate, 3,1+0,1
%
Titrul de
bacterii lactice, 10°
UFC/ml

Coev G.
~Cartasev A,

ERLE  BuretE.
(Qgg— Lazareva V
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Anexa 4
Cerere de brevet de inventie s2017 0090 ,,Procedeu de obtinere a concentratului bacterian uscat

pentru fabricarea produselor lactate fermentate”

F-01-BI-002-E-01-0210
Se completeaza de catre AGEPI
Registrul National de Cereri
de Brevet de Inventie de scurta durata
(21) Nr. depozit s 2017 0090

Referinta
solicitantului/ Registratura AGEPI
reprezentantului | intrare

Nr.: Nr.: 1682
paie: Data: 2017-08-07 10:41:46 | (52) pata depozit 07-08-2017 16:14:10
Citre AGENTIA DE STAT PENTRU PROPRIETATEA INTELECTUALA

A REPUBLICII MOLDOVA
Str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisinau, Republica Moldova,
tel.: (37322) 40-05-05, fax 43-85-08

CERERE DE BREVET DE INVENTIE DE SCURTA DURATA

I. (71) SOLICITANT (nume, prenume sau denumire completa, Numarul de
adresa, telefon si fax cu prefixul zonei, e-mail) identificare de stat
Institutie Publica ISPHTA, Vieru 59, MD-2070, CODRU, unic(IDNO/IDNP)
CHISINAU Mun., tel. 068169206 1008600056226
Cod tara conform normei
W persoana juridica [~ persoana fizica ST.3 OMPI
MD

II. (74) REPREZENTANT (nume, prenume sau denumire completd, adresa, telefon si
fax cu prefixul zonei si nr. procurii)

Persoana indicata este desemnata sa actioneze in fata AGEPI in calitate de:

W mandatar autorizat [~ reprezentant [~ reprezentant comun al solicitantilor
W procura [~ procura generala nr./data
III. (74) ADRESA PENTRU CORESPONDENTA (nume, prenume, adresa, telefon si fax cu
prefixul zonei)
Alexandru Rudoi, CHISINAU Mun., CODRU, Vieru 59 MD-2070, tel 068169206
IV. SOLICIT(AM) in baza Legii nr. 50/2008 privind protectia inventiilor (Lege)
acordarea unui brevet de inventie pentru invetia cu:
(54) TITLUL: Procedeul de obtinere a concentratul bacterian uscat pentru
fabricarea produselor lactate fermentate
Solicitantului ii apartine dreptul la brevet
in baza ¥ art. 14 alin. 1, [ art. 15 alin. 2, [ art.15alin. 3, [ art. 15 alin.
4 din Lege,
sau
[ in baza a unui acord incheiat ladatade ...

V. (30) PRIORITATE REVENDICATA:

(31) Nr. (32) data (33) tara
(23) denumirea
expozitiei:
data tara
VI. REFERINTA LA O CERERE ANTERIOARA: (nr. depozit, data depozit,
tara/oficiul)

VII. (62) CEREREA este DIVIZIONARA din cererea cu
nr. data
VIII. DECLAR(AM) cia INVENTATORUL(II) este (sunt):

W a) acelasi (aceiasi) cu SOLICITANTUL(TII)
[~ b) persoana(ele) jos mentionata(e)
IX. DOCUMENTE DEPUSE:
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F-01-BI-026-1-03-0307

STATE AGENCY
ON INTELLECTUAL PROPERTY
OF THE REPUBLIC OF MOLDOVA

ey

T

AGENTIA DE STAT
PENTRU PROPRIETATEA INTELECTUALA
A REPUBLICII MOLDOVA

DIRECTIA BREVETE fﬂ@@“ PATENTS DEPARTMENT

IDNO 1015601000112

RUDOI Alexandru,
' str. Vieru nr. 59, Codru, Chisinau,
it MD-2070, Republica Moldova

nr.

HOTARARE
nr.8973 din 2018.03.06

In urma examinarii dosarului cererii de brevet de inventie de scurta durata:

(21) Nr. depozit: s 2017 0090

(22) Data depozit: 2017.08.07

(54) Titlul: Procedeu de obtinere a maielei bacteriene uscate pentru fabricarea
produselor lactate fermentate

si in temeiul art. 52(3) din Legea nr. 50/2008 privind protectia inventiilor, Directia Brevete,
Sectia Examinare B B
HOTARASTE

Acordarea brevetului de inventie de scurtd duratd contindnd urmatoarele date:
(13) Y

(51) Int.Cl: CI2N 1/04 (2006.01)  CI12R 1/46 (2006.01)
CI2N 1/20 (2006.01)  A23C 9/12 (2006.01)

A23C 1/08 (2006.01)
(21) s 2017 0090
(22) 2017.08.07 )
(71)(73)INSTITUTIA PUBLICA INSTITUTUL STIINTIFICO-PRACTIC DE

HORTICULTURA SI TEHNOLOGII ALIMENTARE, MD
(72) CARTASEV Anatoli, MD; COEV Ghenadii, MD

(54) Procedeu de obtinere a maielei bacteriene uscate pentru fabricarea produselor
lactate fermentate

(57) Rezumat
Inventia se refera la biotehnologie, si anume la un procedeu de obtinere a maielei
bacteriene uscate pentru fabricarea produselor lactate fermentate.

Str. Andrei Doga nr. 24/1, MD-2024, Chisindu, Republica Moldova 24/1 Andrei Doga str., MD-2024, Chisinau, Republic of Moldova
Tel: (+373-22) 400-511, (+373-22) 400-514 Fax: (+373-22) 440-119 Tel: (+373-22) 400-511, (+373-22) 400-514 Fax: (+373-22) 440-119
www.agepi.gov.md, e-mail: office@agepi.gov.md www.agepi.gov.md, e-mail: office@agepi.gov.md
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Anexa b
,»Instructiunea Tehnologica IT MD 67-0041795-079:2016 pentru fabricarea culturilor bacteriene
concentrate liofilizate pentru produse lactate fermentate conform SM 308:212”




Anexa 6
Adeverinta de depozitare si pasaportul al tulpinii Lactobacillus bulgaricus CNMN-LB-42

CNMN INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE

SI BIOTEHNOLOGIE AL A.S.M.
COLECTIA NATIONALA DE MICROORGANISME NEPATOGENE

str. Academiei, 1, MD-2028, Chisiniu, Republica Moldova, Tel. (373 22) 73 96 09, e-mail: imbenmn@yahoo.com

ADEVERINTA DE DEPOZITARE

* B Buret E., Galicinscaia Z., Coev G.

(numele, prenumele)

Institutul Stiintifico-Practic de Horticultura si Tehnologii Alimentare

(denumirea organizatiei)

str. Vierul 59, MD-2070, or. Codru, mun. Chisindu, Republica Moldova

(adresa deponentului)

Lactobacillus bulgaricus B-2i(99) -

destinata utilizarii in compozitia culturilor starter pentru
fabricarea iaurtului.

(Genul, specia si destinatia tulpinii)

- Numdrul de inregistrare, invocat tulpinii
depozitate de catre Colectie:

Lactobacillus bulgaricus CNMN-1B-42

Data depozitarii: 15.11.2012

Adresa si denumirea colectiei:

str. Academiei 1, MD-2028, Institutul de Microbiologie si Biotehnologie,
Colectia Nationala de Microorganisme Nepatogene (CNMN),

Chisinau, Republica Moldova

Tel.: (+373 22) 73 96 09

E-mail: imbenmn@yahoo.com

Web: www.imb.asm.md

Directorul Institutului de Microbiologie si Biotehnologie,
o B
academician, profesor upi¥iersitar

/% V. Rudic

Ca Nei g O. Chiselita
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Anexa 7

Act de implementare a tehnologiei de fabricare a produsului de branza semitare cu grasimi
vegetale eliberat de SA SUCCES (Rascani, R. Moldova) la 27.04.2006

SUCCES S.A.

str. Alba lulia, 81, MD-4301 Causeni, Raionul Causeni, Tel/fax +373243/26603

_ “APROB”
ov.xDirectorul
SJCCES”

ACT DE IMPLEMENATRE Nr. 1

din 27 aprilie 2016
(contractul nr. 08/15-02/2016 din 4 ianuarie 2016)
Denumirea propunerii pentru implementare:

ELABORAREA TEHNOLOGIEI DE FABRICARE A PRODUSULUI DE BRINZA
SEMITARE CU GRASIMI VEGETALE, CONFORM STANDARDULUI DE FIRMA SF
15861966-001:2016 S$I INSTRUCTIUNII TEHNOLOGICE IT MD 67-15861966-
001:2016

Autorii: Coev Gh., Cartasev A.
Institutul Stiintifico-Practic de Horticultura si Tehnologii Alimentare

Institutia unde s-a implementat si perioada de implementare:

SA “SUCCES” perioada 04.01.2016 — 01.04.2016
Investigatiile implementate:
I. Organizarea fluxului tehnologic: receptie laptelui si inlocuitorilor de grasime lactica; separarea
laptelui, pasteurizare, maturarea laptelui degresat; pregatirea unei emulsii de grasimi vegetale
si compunerea amestecului; pasteurizare, prepararea amestecului pentru coagulare; coagulare
amestecului, prelucrarea coagulului si a bobului de coagul; formare si presare a coagulului;
sararea produsului de brinza; ambalare sub vid; maturare a produsului de brinza; etichetare a
produsului de brinza; depozitarea si pastrarea produsului de brinza.
II. Incercarea fluxului tehnologic cu monitorizarea si verificarea punctelor critice a procesului de
fabricare;
1. Producerea loturilor experimentale de produs de brinza cu grasimi vegetale in asortiment:
- produs de brinzad semitare cu grasimi vegetale, cu fractia masicad de grasime totald in
substanta uscata 45%;
- produs de brinza semitare cu grasimi vegetale, cu fractia masica de grasime totald in
substanta uscata 50%;
- produs de brinza semitare cu grasimi, cu fractia masica de grasime totala in substanta uscata
55%.
IV. Investigatii organoleptice, fizico-chimice si microbiologice ale produselor obtinute.

in total au fost fabricate 3 loturi de produse cite 10 kg, ambalate sub vid in ambalaje din
polietilena multistrat, cu masa neto 500 g.

Obiectul lucrarilor de implementare:
Fabricarea produsului de brinza cu grasimi vegetale (in asortiment), obtinute prin coagulare cu
preparate de coagulare si bacterii lactice, destinate nemijlocit pentru consumul alimentar.

Materia prima si ingridiente functionale utilizate la fabricare: lapte degresat, inlocuitor de
grasime lactica: amestec nehidrogenizat de grasimi vegetale fara transizomere al acizilor grasi;
culturi starter; enzima coagulanta;, sare de uz alimentar; clorura de calciu E 509; nitrat de
potasiu E 252; colorant natural Annatto E 160b.
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, - Anexa 8
roces verbal de producere a culturilor starter, eliberat de DTA a IP ISPHTA la 20.06.2015

ACADEMIA DE STIINTE A MOLDOVEI
MINISTERUL AGRICULTURII ST INDUSTRIET ALIMENTARE
INSTITUTUL STIINTIFICO - PRACTIC DE HORTICULTURA SI TEHNOLOGII
ALIMENTARE

APROB
Director general al ISP de Horticulturd si

/ Tehnologii Alimentare
7 2l dr. hab. DADU C.

PROCES VERBAL DE PRODUCERE
Nr. 4 din 15 iunie 20135 Chisingu, IP ISPHTA

Noi, subsennatii: sef de laborator Ghenadie COEYV, cercetatori stiintifici Elena BURET,
Anatoli CARTASEV, am intocmit acest proces verbal, confirmind, ci in Laboratorul de
biotehnologii alimentare in perioada de 8— 12 iunie 2015, in baza tulpinilor autothone din

Colectia Ramurala au fost fabricate 3 loturi de culturi starter pentru iaurt:

1. YOI = S. thermophilus CNMN-LB-50, CNMN-LB-51 si Lb. bulgaricus CNMN-LB-42;
2.Y02 —S. thermophilus CNMN-LB-50, CNMN-LB-52 si Lb. bulgaricus CNMN-LB-42;
3. YO3 — S. thermophilus CNMN-LB-52, CNMN-LB-53, CNMN-LB-54 si Lb. bulgaricus
CNMN-LB-42;

Caracteristicile culturilor starter sunt in conformitate cu SM 307:2012 Culturi bacteriene
concentrate liofilizate pentru produse lactate fermentate. Conditii tehnice.

Mostrele fabricate au fost puse la pastrare (-18 °C) in Laboratorului de biotehnologii

alimentare.
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Anexa 9

Act de implementare a culturilor starter in cadrul concernului SA JLC-Group (Chisinau, R.
Moldova) din 15.09.2015

CERTIFICAT DE TESTARE la scari semiindustriali
a culturilor starter pentru iaurt

Noi, subsemnatii:

Pregedinte al comisiei:

Obuhova Olga — Tehnolog-Sef al concernului “JLC Group”

Membrii comisiei: ’

Stefirta Irina - Maistru de producere

Coev Ghenadie - Sef de laborator de biotehniologii alimentare, ISPHTA

Lazareva Valentina - Inginer chimic, Laboratorul de biotehnologii alimentare, ISPHTA
Bogdan Nina — Microbiolog, Laboratorul de biotehnologii alimentare, ISPHTA
Cartasev Anatoli — cercetator stiintific, doctorand IMB ASM

Confirmam prin prezenta, ca in perioada 9-11 septembrie 2015 am efectuat incercari de testare a
culturilor starter pentru iaurt, elaborate in cadrul tezei de doctor in Laboratorul de Biotehnologii
alimentare al ISPHTA.

Culturile starter au fost formate din tulpini autohtone din specia Streptococcus thermophilus
CNMN LB-50, LB-51, LB-51, LB-53, LB-54.

Incercarile au fost realizate in sectia de producere a smantanii la SA “JLC”, Chisinau in
conformitate cu instructiunile tehnologice si conditiilor tehnice pentru fabricarea iaurtul.

Confirmam ca culturile starter incercate in producere a loturilor experimentale de iaurt corespund
cerintelor stipulate in SM 307:2012 Culturi bacteriene concentrate liofilizate pentru produse lactate
Sfermentate. Conditii tehnice. Culturile au asigurat fermentarea laptelui in timp de 3 — 4 ore, numarul de
bacterii lactice viabile a fost de 10° — 10° UFC in 1 cm® produs finit.

Confirmam ca caracteristicile organoleptice, fizico-chimice si microbilogice ale iaurtului
corespund cerintelor indicate in Reglementarea Tehnici “Lapte si produsele lactate”.

Concluzii:
1. Culturi starter pentru iaurt prezintd interes practic si economic si pot fi implementate in
producere produselor lactate fermenate cu investitii minimale la intreprindere.

2. Pentru moment implementarea culturilor starter autohtone este imposibild din cauza absentei
producerii concentratelor bacteriene in volum necesar pentru intreprinderile de prelucrare a laptelui.

Recomandare: .
Se recomanda organizarea pyggiict cultwri starter formate din tulpini autohtone de bacterii
lactice. 7 X

Pregedinte al comisiei: Obuhova Olga
Membrii comisiei:
Stefirta Irina
Coev Ghenadie

\QW Lazareva Valentina

S ﬁ?‘?/ Bogdan Nina
V/ Cartagev Anatoli
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Anexa 10
Extras din Proces verbal de degustare a sortimentului de iaurt cu continut de culturi starter din

tulpini autohtone de S. thermophilus .

APROB:
Directorigeneralal ISPHTA
2 r_dr-hb. C.Dadu

T

EXRTAS
din proces-verbal nr. 8
al sedintei comisieil de degustare
din 14 septembrie 2015

Au participat:

Reprezentantii Institutului Stiintifico-Practic de Horticultura si Tehnologii
Alimentare:
Dr. Gh. Coev — sef laboratorului de biotehnologii alimentare,

presedintele comisiei;

E. Buret — cercetator stiintific;

L. Necrilova — cercetator stiintific;

A. Cartagev — cercetator stiintific;

N. Bogdan — cercetator stiintific;

I. Grumeza — cercetator stiintific,

L. Fedotchina — laborant superior;

M. Barbaros — cercetator stiintific,

V. Lazareva — secretar comisiei de degustare.

Reprezentatnt concernului “JLC Group”:
L.Stefirta — maistru sectie de producere SA JLC

Prezentarea lucrarii:

1. Deschiderea sedintei de degustare a fost sustinutd de seful laboratorului de
biotehnologii alimenmtare dr. In biologie Coev Gh.
2. Cuvint pentru prezentare a lucrarilor efectuate i1 s-a oferit doctorandului

Cartagev A. care a prezentat sortimentul de produse supuse degustarii.
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Continuare Anexa 10

Scopul degustirii:

Aprecierea sortimentului de iaurt, fabricat cu utilizarea culturilor starter

elaborate in cadrul tezei de doctor “Tulpini autohtone noi de Streprococcus

thermophilus $1 utilizarea lor pentru fabricarea produselor lactate fermentate”.

Obiectul degustarii:

1. Taurt 2,5% fabricat cu culturd starter YOI (EPZ);
2. Taurt 0,1% fabricat cu cultura starter YO1 (EPZ),
3. laurt 2,5% fabricat cu culturd starter YO2 (EPZ);
4. Taurt 0,1% fabricat cu culturd starter YO2 (EPZ);
5. Taurt 2,5% fabricat cu culturd starter YO3 (fard EPZ);
6. Taurt 0,1% fabricat cu culturd starter YO3 (fard EPZ);

Rezultatele degustarii:

Rezultatele degustarii deserturilor sunt prezentate in tabelul 1.

Aprecierea organolepticd generald a mostrelor de deserturi:

Tabelul 1

Denumirea mostrei Nota medie

Taurt 2,5% fabricat cu cultura starter YO1 (EPZ), 4.9

Taurt 0,1% fabricat cu cultura starter YO1 (EPZ),

Taurt 2,5% fabricat cu cultur starter YO2 (EPZ),

Taurt 0,1% fabricat cu cultura starter YO2 (EPZ),

Taurt 2,5% fabricat cu culturd starter YO3 (fard EPZ);,

Taurt 0,1% fabricat cu culturd starter YO3 (fard EPZ);,
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Dezbateri:

D-ul dr. Coev Gh. a menfionat ci: au pldcut mai mult mostrele de iaurt 2,5% de grasime cu si fard
tulpini producétoare de exopolizaharide, se simte, cd sint naturale, cu constentd viscoasd si densd. Mostrele de
iaurt degresat au avut gust mai acru in comparatie cu cei 2,5%, aspect fluid si potrivit pentru alimentatie.
Toate mostrele au avut proprietdfi organoleptice plicute. .

Mostra 1 gi 3: sunt mai bune decit mostra 5.

Mostra 6: nu are are consitenta iaurtului.

Mostra 2: este cea mai placutd dintre cele degresate.

D-a 1. Stefirta a mentionat ca:

Mostra 1: este foarte plicutd, se simte gustul iaurtului natural, gust acrigor, foarte placut. Dupd
consistenta In gurd are caracter vascoz gi totodatd consistenta densd. Dupa aspectul vizual este lucios

Mostra 2 si 4: sunt la fel de pldcute. Consistenta fluidd vascoasd si acid lactic este mai pronuntat,
pentru iaurt de baut sunt variante foarte bune.

Mostra 6: dupd gust este o variantd bund, coagul este separat pe bucati.

in concluzie vreau sa mentionez cd toate mostrele sunt reusite si vd recomand de a utiliza culturile
starter si pentru iaurt de 1% de grésime.

D-na L. Neciilova a men{ionat cd toate mostrele au fost bune si comparativ cu cele din supermarketuri
sunt naturale autohtone §i sénéitoase. Cea mai buna dupéd gustul meu era mostra 3.

D-na E. Buret a mentionat cé:

Mostra 3: este foarte plicutd, dar gustul prea acru.
Mostra 6: au consistenta foarte distrusa.

Cea mai reugitd mostra este nr.1

D-ra N. Bogdan a mentionat ci: toate mostrele sunt placute.

Mostra 1: meritd nota,,5”.

Mostra 6: nu le-a placut consistenta produsului.

Mostra 5: considerd, cd prezintd o varianta reugita cu toate cd era fabricéta fatd utilizarea culturilor de
producétoare de exopolizaharide

D-ra 1. Grumeza considerd cd mostrele de iaurt degresat ar fi bine de majorat in grasimi retetd de
producere, cu toate cd mostrele prezentate la degustatie sunt competetive cu cele prezente pe piata. Culturile
starter utilizate au valoarea apliticativa incontestabila.

D-na M. Barbarog a mentionat cd toate mostrele sunt pldcute. Totusi, variante cu exopolizaharide sunt
mai bogate in gust si consistenta este mai stabild. La variantele fard exopolizaharide se vede cd s-a eliminat
zerul , dar este la nivel standard si mai putin. Cele mai bune variante sunt mostre 1, 3, 4 si 5. Este evident ca
mostra 6 nu este iaurt nici intr-un fel.

Concluzii:

Toate mostrele de deserturi propuse spre degustare sunt admisibile i au fost apreciate cu
note 1nalte, doar ¢é e necesar de corectat urmétoarele:

- se va Imbunitati mostra 8: aceastd mostra de desert lactat trebuie si fie prelucratd din
punct de vedere a micsorarii procentului de umpluturd sau cu ajutorul combindrii lui cu cacao-

praf.

Secretar ¥ V. Lazareva
{
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Institutul Stiintifico-Practic de
Horticultura si Tehnologii Alimentare
Proces-verbal Nr. 8

al sedintei comisiei de degustare , Aprecierea organolepticd a mostrelor de deserturi lactate pe
bazd de smintind i friscd”
din, 14 7 _septembrie 2009

Tabelul 2
No Numele, prenumele degustatorului o »
d/o| DENUMIREA _ » . _ — |18l 8 |
MOSTREI s [~ |w |3 12 |8 [3 |2 |® |=l§ |5
O iR - = 2 & ] g N IS S
s |& || S [f |8 |8 |8 |3l |=%
S % 3 5 8o 3 S S S S S
O S Q ) e = R 5 § g =
=z _ N O Q S S| A
2. | Iaurt 2,5% fabricat 496 492 | 486 | 492 [4,84 (496 (492 | 486 |486 |9 |44,1 |49
cu culturd starter
YOI (LB-50 EPZ);
3. |Taurt 0,1% fabricat | 4,84 4,82 | 4,78 |48 |4,84 |4,84 |4,82 (482 (484 |9 |434 |4,76
cu culturd starter
YO2 (EPZ);
4. | laurt 0,1% fabricat | 4,86 | 494 | 4,84 [4,82 (4,86 (4,86 (4,84 |486 |49 |9 |43,8 | 486
cu culturd starter
YO1 (EPZ);
Tabelul 2 (continuare)
Ne Numele, prenumele degustatorului
d/o DENUMIREA § 5
: ; 2 Y
MOSTREI o | B I PR B O R B § NI
S|l |® |8 |E |8 g8 [S]|3% |8
O I~ I - O - - S I B T
SIS |SIS (S8 |5 (|88 (5] |5
S | & |8 S |2 |3 X 5 5 | § <
2, 1S & |3 = | S
6. | laurt 2,5% fabricat cu | 4,96 | 4,92 | 4,88 | 4,96 | 4,88 | 4,94 | 494 | 4,88 (492 |9 443 | 4,92
cultura starter YO2
(LB-51 EP2);
7. | laurt 2,5% fabricat cu | 4,78 | 4,7 | 4,78 | 4,74 | 4,72 | 4,74 | 48 | 4,76 4,78 |9 428 | 4,75
cultura starter YO3
(fard EPZ);
8. | laurt 0,1% fabricat cu | 4,28 (4,2 | 4 4 398 (4,18 |41 |4,16 (4,14 |9 37,0 | 4,12

culturd starter YO3
(fard EPZ),

Secretar V. Lazareva
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Anexa 11
Brevet de inventie de scurta durata MD 865 ,,Procedeu de obtinere a produsului lactate fermentat.

REPUBLICA MOLDO VA

Agentia de Stat pentru
Proprietatea Intelectuala

BREVET

DE INVENTIE
DE SCURTA DURATA

Nr. 865

Eliberat in temeiul Legii nr. 50/2008 privind protectia inventiilor

Titlul:  Procedeu de obtinere a produsului lactat fermentat
praf

Titular: INSTITUTIA PUBLICA INSTITUTUL STIINTIFICO-
PRACTIC DE HORTICULTURA SI TEHNOLOGII
ALIMENTARE, MD

Data depozit: 2014.06.30
Durata brevetului: 6 ani

Descrierea inventiei, revendicdrile si desenele constituie parte
integranta a prezentului brevet de inventie de scurta durata

Director General

S% wt
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Anexa 13
Darea de seama referitor la determinarea termenului de valabilitate pentru sortimentul de iaurt
fabricat cu culturi starter autohtone pe baza de tulpini din specia S. thermophilus

ACADEMIA DE STIINTE A MOLDOVEIL
MINISTERUL AGRICULTURII 51 INDUSTRIEI ALIMENTARE
INSTITUTUL STONTIFICO — PRACTIC DE HORTICULTURA SI

TEHNOLOGI AILTMENTARE
5 APROB:
Directorigeneralal [SPHTA
s __dr. hb. C.Dadu

DAREA DE SEAMA
referitor la efectuarea cercetirilor privind determinarea termenului de valabilitate
peniru sortiment de iaurt fabricat cu culturi starter autohtone pe bazi de tnlpini
din specia Sirepfococcus thermophilus

Executorul responsabil:
Sef al laboratorului de

biotehnologii alimentare,
doctor in biologie
{#-‘_::II-".::‘:/}" L
o7 LAl h.Coey

Exvculorii:
Lolghorator stintific

crifediy AL Cartasev

: j_joiglar sl fie
s N Bogdan
- :
- ¢

5, Inginer-chimist
s YWolaeareva

Chisiniu 2015
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DECLARATIA PRIVIND ASUMAREA RASPUNDERII

Subsemnatul, declar pe raspundere personala ca materialele prezentate in teza de doctorat
sunt rezultatul propriilor cercetari si realizari stiintifice. Constientizez ca, in caz contrar, urmeaza

sa suport consecintele in conformitate cu legislatia in vigoare.

Cartasev Anatoli

Semnatura

Data 12.06.2018
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CV al autorului
Nume, prenume:
Cartasev Anatoli

Data si locul nasterii:

04 iulie 1984, Chisinau, R. Moldova

Studii: ‘
2011-2014 Institutul de Microbiologie al ASM, doctorand specialitatea
,Biotehnologie”.
2009-2011 Universitatea Tehnica a Moldovei, masterand
Diploma de master in Tehnologii de fabricare si prelucrare
2003-2008 Universitatea Tehnica a Moldovei, student, inginer licentiat in Tehnologia

laptelui si a produselor lactate
Activitatea profesionala:
2009 - Prezent IP Institutul Stiintifico-Practic de Horticultura si Tehnologii Alimentare,

Laboratorul de biotehnologii alimentare, Chisindu (Republica Moldova),
cercetator stiintific

2008-2009 DINA-COCIUG SRL, designer industrial

Domeniile de activitate stiintifica:

Biotehnologie. Tehnologia produselor alimentare: dezvoltarea si elaborarea tehnologiilor de
procesare a materiei prime agroalimentare de origine vegetald si animald; asigurarea calitatii si
sigurantei alimentelor.

Lucrari stiintifice publicate: 21, dintre care 9 articole (1- revista internationald cotata ISI si
SCOPUS, 3- reviste recunoscute in strainatate, 1- revistd din Registrul National al revistelor de
profil, categoria B, 4- culegeri; 3- in monoautorat), 10 rezumate ale comunicarilor stiintifice; 1
brevet de inventie de scurta durata si 1 cerere de brevet de inventie de scurta durata.

Participari la foruri stiintifice internationale:

e The 10th Edition of EUROINVENT European Exhibition of Creativity and Innovation
(Iasi, Romania, 2018)

e The 9th Edition of EUROINVENT European Exhibition of Creativity and Innovation
(Tasi, Romania, 2017);

e UGAL INVENT Salonul Inovarii si cercetarii (Galati, Roméania, 2017);

e The IlI-d International Conference of Modern Technologies in the Food Industry
(Chisindu, Republica Moldova, 2016);

e The 3rd International Conference On Microbial Biotechnology (Chisinau, Republica
Moldova, 2016);

e Mexnaynaponnas Kondepenmus Mononeix Yuenbix buorexnHomoro, MomekymaspHBIX
buorexnonoros u Bupyconoros, HoBocubupck, Poccusi, 2017, 2016);
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e The XIV-th International Specialized Exhibition “INFOINVENT” (Chisinau, Republica
Moldova, 2015);

e Sibiu Alma Mater University Conference ,,Challenges for Science and Research in the
Crisis Era” (Sibiu, Romania, 2013);

e Simpozionul Stiintific International ,,Agricultura Moderna — Realizéri si Perspective”
consacrat aniversarii de 80 de ani de la infiintarea Universitatii Agrare de Stat din
Moldova (Chisinau, Moldova, 2013);

e International Conference ,,Modern Technologies in the Food Industry” (Chisinau,
Moldova, 2012);

e Conferinta Tehnico-Stiintifica a Colaboratorilor, Doctoranzilor si Studentilor (Chisinau,
Moldova, 2012);

e International Conference of Young Researchers, 9ed. (Chisindu, Moldova, 2011).

Participari la proiecte stiintifice nationale si internagionale:
06-407-004A ( 2006-2010) ,, Tehnologii avansate de prelucrare a materiei prime agricole si a produselor
de zootehnie”. executant

11.817.04.32A (2011-2014) ,,Tehnologii inovationale de prelucrare a materiei prime agricole, de
origine vegetala si animaliera”. executant

15.817.05.03A (2015-2018) ,,Dezvoltarea tehnologiilor de procesare a materiei prime agroalimentare
indigene in asigurarea calitatii si sigurantei alimentelor”. executant

16.80012.51.23A (2017-2018) ,,Produs inovativ din lapte de caprd cu proprietdti biologice
sporite”. executant responsabil

Premii §i mentiuni:

1.  Bursade excelenta a Guvernului Republicii Moldova (2013).

2.  Bursa de excelenta a Federatiei Mondiale a Savantilor (FMS) (2014).

3. The 10th Edition of EUROINVENT European Exhibition of Creativity and Innovation
(Tasi, Romania, 2018) — Medalie de aur.

4.  UGAL INVENT Salonul Inovarii si cercetarii (Galati, Romania, 2017) — Medalie de aur.

5. The 9th Edition of EUROINVENT European Exhibition of Creativity and Innovation (lasi,
Romania, 2017) — Medalie de bronz.

6. The XIV-th International Specialized Exhibition “INFOINVENT” (Chisginau, Republica
Moldova, 2015) — Medalie de bronz.

Date de contact:

Cartasev Anatoli, cercetator stiintific,

Laboratorul Biotehnologii alimentare

IP Institutul stiintifico-Practic de Horticultura si Tehnologii Alimentare
MD 2011, Chisinau, Codru, str. Vierului 59,

Tel.: +373 69782909,

e-mail: anatoli.cartasev@imb.asm.md
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