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REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea si importanta cercetarilor. Procesele tehnologice bazate pe activitatea
microorganismelor au semnificatie deosebitd pentru biotehnologia moderna, strans legatd de
evidentierea si selectarea microorganismelor noi cu proprietdti specifice, ceea ce presupune o
crestere a diversitatii produselor biotehnologice. Streptococii termofili si lactococii mezofili sunt
cele mai utilizate culturi bacteriene pentru fabricarea produselor lactate fermentate la scara
industriald [1]. Pentru ameliorarea proprietatilor reologice ale produselor lactate fermentate si
extinderea duratei lor de pastrare sunt utilizate diferite sisteme stabilizatoare, deseori modificate
chimic. In acest sens, in ultimii ani, o mare atentie se acorda tulpinilor care sintetizeaza
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 [2]. 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 si fabricarea produselor lactate fermentate noi, fapt ce
necesitd imbogatirea colectiilor de microorganisme cu noi tulpini de bacterii lactice de interes
biotehnologic.

Situatia in domeniul 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, bacteriile lactice din specia S. thermophilus
prezentand interes atat din punct de vedere fundamental cat si aplicativ. Importanta industriald a
bacteriilor lactice a initiat o gama largd de cercetari privind genetica, biochimia si biofizica
acestui grup de microorganisme. Interesul cercetatorilor fata de aceste microorganisme termofile
a crescut in ultimii ani si datoritd necesitatii de valorificare a tulpinilor noi de bacterii lactice in
calitate de tulpini starter. In Republica Moldova pani in prezent aceasti tendintd se reliefeaza
slab, exprimandu-se printr-un nivel insuficient de utilizare a culturilor starter autohtone.

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.

Obiectivele cercetarilor:

1. Izolarea in cultura pura a bacteriilor lactice tipice speciei S. thermophilus din lapte si
produsele lactate de fermentare spontana din diferite zone ale R. Moldova;
2. Identificarea fenotipica si genotipica a tulpinilor izolate si evidentierea tulpinilor cu potential

biotehnologic Tnalt pentru industria laptelui;



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

4. Elaborarea si testarea 1n conditii de producere a culturilor starter autohtone in baza asociatiilor
mixte de tulpini noi de bacterii lactice pentru fabricarea lactatelor fermentate.

Metodologia cercetirii stiintifice. Pentru realizarea lucrarii au fost utilizate: metode
clasice si moderne de izolare, identificare si caracterizare a bacteriilor lactice din specia S.
thermophilus; metode standardizate stipulate in documentatia tehnico normativa (SM, GOST,
ISO) pentru determinarea indicilor de calitate a culturilor starter si a iaurtului; metode
matematice de planificare a experimentelor si prelucrare statistica a datelor.

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 inalta de fermentare a laptelui.

Problema stiintifica importanta 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.

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 aplicativa a lucrdrii consta 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”.

Rezultatele stiintifice de baza inaintate spre sustinere.

1. Tulpinile autohtone noi de bacterii lactice din specia S. thermophilus izolate din lapte si
produse lactate de fermentare spontana din diferite zone ale R. Moldova, poseda potential

biotehnologic valoros.



2. Mediul de protectie elaborat, cu o compozitie optima a ingredientelor, asigurd pe durata
procesului de liofilizare si depozitare indelungatd mentinerea viabilitatii si proprietatilor
biotehnologice ale tulpinilor noi de S. thermophilus.

3. Asocierea culturilor din cadrul speciei Streptococcus thermophilus, precum si includerea lor
in asociatii simbionte de rand cu specia Lactobacillus bulgaricus, permite obtinerea unor
culturi starter multiple echilibrate destinate fabricarii iaurtului.

4. Culturile starter autohtone producatoare de exopolizaharide contribuie la ameliorarea
proprietatilor fizico-chimice si caracteristicilor texturale ale laptelui degresat fermentat.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Tehnologia propusd a fost implementatd in
conditii de producere in serie la SA ,,JLC” (lot experimental de iaurt) si la SA ,,Succes” (lot
experimental de produs de branza).

Aprobarea rezultatelor. Materialele expuse in teza au fost prezentate si discutate in cadrul
urmatoarelor manifestari stiintifice: Mexaynapognas Kondepenuus Momnoapix VY4eHbIX,
Hoocubupck, Poccus, 2017, 2016; The II1-d International Conference of Modern Technologies
in the Food Industry (Chisindu 2016, 2012); The 3rd International Conference on Microbial
Biotechnology (Chisinau, 2016); Sibiu Alma Mater University Conference (Sibiu, Romania,
2013); Simpozionul ,,Agricultura Moderna — Realizari si Perspective” al Universitatii Agrare de
Stat din Moldova (Chisindu, 2013); Conferinta Tehnico-Stiintifica a Colaboratorilor,
Doctoranzilor si Studentilor (Chisindu, 2012); International Conference of Young Researchers,
9ed. (Chisinau, 2011), precum si la Sloanele Internationale de Inventica: EUROINVENT (lasi,
Romania, 2018, 2017), IV UGAL INVENT (Galati, Romania, 2017) si INFOINVENT
(Chisinau, 2015). Rezultatele tezei au fost discutate si aprobate in cadrul seditei extinse a
laboratorului Ficobiotehnologie al IMB cu participarea cercetdtorilor Colectieir Nationale de
Microorganisme Nepatogene si ai laboratorlui Biotehnologii Alimentare al Institutului
Stiintifico-practic de Horticulturda si Tehnologii  Alimentare din 10 noiembrie 2017 si
Seminarului Stiintific de Profil 167.01 Biotehnologie, bionanotehnologie din 19 ianuarie 2018.

Publicatii la tema tezei. Rezultatele cercetarilor efectuate au fost publicate in 21 de
lucrari stiintifice, inclusiv articole in reviste recenzate si de circulatie internationala cu factor de
impact, brevet de inventie de scurta durata MD-865 din 2015.01.31, Cerere de brevet de inventie
de scurta durata S. 2017 0090 din 07.08.2017.

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.

Cuvintele cheie: Streptococcus thermophilus, tulpini autohtone, cultura starter,
exopolizaharide, iaurt.



CONTINUTUL TEZEI

1. BACTERIILE LACTICE DIN SPECIA STREPTOCOCCUS THERMOPHILUS SI
UTILIZAREA LOR N INDUSTRIA LAPTELUI

Primul capitol al lucrarii include analiza realizarilor stiintifice in domeniul studiului si
valorificarii practice a bacteriilor lactice, in special a speciei Streptococcus thermophilus, in baza
a 169 lucriri relevante publicate de cercetatorii din acest domeniu. Prima parte a capitolului este
dedicata cercetarilor privind istoria taxonomica si particularitdtile fiziologice si biotehnologice
specifice bacteriilor din specia S. thermophilus. A doua parte a capitolului 1 este consacrata
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.

2. OBIECTELE DE STUDIU SI METODELE APLICATE iN CERCETARE

In calitate de obiecte de studiu au fost incluse: 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
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 Sanatate Publica al MSMPS al Republicii Moldova.

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
Alimentare din cadrul Directiei Tehnologii Alimentare a IP Institutul Stiintifico-Practic de
Horticulturd si Tehnologii Alimentare (Republica Moldova). Cercetarile de identificare
moleculard a tulpinilor autohtone izolate: spectroscopia in infrarosu cu transformanta 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 al Centrului National de Agricultura si Produse Alimentare din
Bratislava, Slovacia. Cercetarile consacrate determinarii indicilor de calitate a culturilor starter si
a faurtului 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.

3. SELECTAREA TULPINILOR NOI DE STREPTOCOCCUS THERMOPHILUS
La prima etapa de cercetare a fost realizata izolarea culturilor pure de bacterii lactice din
specia S. thermophilus. Au fost prelevate probe de lapte crud si produse lactate de fermentare
spontand in 12 regiuni ale Republicii Moldova: Donduseni, Edinet, Floresti, Soroca, Ungheni,
Orhei, Chisindu, Anenii Noi, Causeni, Taraclia, Cahul, Vulcanesti. Au fost studiate circa 300
probe, din care au fost obtinute 7 izolate bacteriene cu proprietati caracteristice speciei
Streptococcus thermophilus. Selectarea tulpinilor autohtone de S. thermophilus a fost efectuata in

conformitate cu schema prezentata in Figura 1.
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Fig. 1. Schema etapelor de selectare a tulpinilor de S. thermophilus de importanta biotehnologica
pentru industria produselor lactate

Studiul proprietatilor morfologice ale bacteriilor din specie S. thermophilus a inclus
evaluarea urmatorilor parametri: forma si localizarea celulelor, mobilitatea acestora,
dimensiunea, caracteristica colorarii dupa Gram. 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 [3].

Rezultatele microscopiei cu obiectiv cu imersie (puterea de marire 100x) sunt

reprezentate in figura 2.
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Fig. 2. Aspectul microscopic al tulpinilor, Microscopie optica- obiectiv 100 x

Studiul proprietatilor fiziologo-biochimice ale culturilor a demonstrat ca 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 clorurd de sodiu, nu sunt rezistente la 0,1% albastru metilen si
in mediul cu pH 9,2, au viteza nalta de acidifiere a laptelui timp de 6 ore [4].

Aceste rezultate indica necesitatea efectuarii testului de fermentare a carbohidratilor de
catre tulpinile selectate - o etapa cruciala la identificarea bacteriilor lactice, pentru ca fiecare
tulpina poate asimila un numar limitat de surse de carbon [5]. Rezultatele acestui test sunt

prezentate in tabelul 1.

Tabelulul 1. Fermentarea hidratilor de carbon de catre tulpinile lactice izolate

Hidrocarburi

Numarul 3 - X ,
tulpinii <§ § )§ § )§ s g E
S| E|S|E€|8| 2| 8| 3
O | @ | S| 2| 5] & | O | &
L 12 - - - - | - - - -
L 65 - - - - - - - -
L 102 - - - - |- - - -
L 109 - - - - - - - -
L177 - - - - - - - -
L 232 - - - - - - - -
L 292 - - - - |- - - -

Nota:+ fermenteazad, - nu fermenteaza



Analizand datele prezentate in tabelul 1, putem observa ca tulpinile fermenteaza lactoza,
glucoza si zaharoza. Toate tulpinile cercetate nu au fermentat esculina, ceea ce reprezintd un
argument in plus 1n favoarea apartenentei tulpinilor studiate la specia S. thermophilus [4].

Dupa izolarea si identificarea tulpinilor de bacterii lactice prin teste traditionale, statutul
taxonomic si variabilitatea intraspecifica a 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 si
Spectroscopia in infrarosu cu transformanta Fourier (FTIR). 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 5 tulpini analizate constituie 99%
(fig. 3).

Ulterior a fost realizat studiul secventelor repetate prin analiza profilurilor electroforetice
obtinute in urma amplificarii prin PCR cu primerul specific GTGs. In rezultatul amplificarii
secventelor repetitive la nivelul ADN cromozomial prin tehnica Rep-PCR si masurarilor
efectuate s-a obtinut o dendrograma reprezentata in figura 4, ce confirma capacitatea secventelor
genomice repetate de a diferentia tulpinile de bacterii lactice. Prezenta sau absenta benzilor

electroforetice a dus la o asociere a tulpinilor in grupuri, evidentiind similaritatea acestora.

1‘ endrogra _ EXpe information field
StA737 L12 L65 L177 Ladder L109 L102 St1241 NK e = o
e ) B G & Wit ¢
ST
= 4 2 0 Genus Species CoDe  Origin
- - - H - - .- I % |G Streptococcus thermophius  STBS  Moldova
- l #% |G Streptococcus thermophius  ST177  Moldova
- [ [ ] |® |csteptococcus thermophius ST102  Mokova
. [ ' | l % |C Streptococcus thermophius  ST12 Moldova
v ( l ] % | CStreptococcus thermophius  STA737  Slovakia
- | ’ ¥ [ % |G Streptococcus thermophius  ST109  Moldova
b ‘ % |Clactobacius bulgaricus 14 Slovakia
[ | % | CLlactobacilus  casei 4791 Slovakia
Fig. 3. Electroforeza in gel Fig. 4. Dendrograma generala pe baza profilurilor
ADNTr16S electroforetice obtinute in urma amplificarii PCR a

secventelor genomice repetate cu primer-ul GTGs. Scara
exprima similaritatea 1n unitati relative

Caracterizarea bacteriilor lactice autohtone S. thermophilus prin spectroscopia FT-IR

sugereaza ca aceastd metoda este potrivita pentru identificarea bacteriilor lactice.
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Astfel, 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 Cercetare a Alimentelor in cadrul Centrului
National de Agriculturd si Produse Alimentare din Bratislava, Slovacia, pentru studierea si
efectuarea analizei comparative a tulpinilor din aceasta specie.

Urmatoarea etapa a cercetarii a fost consacratd determinarii proprietatilor tehnologice ale
microorganismelor studiate, tindnd cont de faptul ca din sortimentul vast de produse alimentare
consumatorii preferd acele produse, ce poseda caracteristici suplimentare, cum ar fi
autenticitatea, beneficiile adiacente pentru sanatate, valoarea nutritiva, gustul neobisnuit etc.

Activitatea fermentativa a tulpinilor de bacterii lactice (exprimata in timp, 1n care cultura
este capabila sd aciduleze laptele) este cel mai important parametru tehnologic de apreciere a
tulpinilor pentru utilizarea lor in producere [6]. Activitatea inalta de acidogeneza mareste
eficienta economica a producerii. De aceea a fost necesar de a se stabili timpul, pe durata caruia

tulpinile de bacterii lactice autohtone selectate coaguleaza laptele (fig. 5).
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——L12 —--L65 — --L102 - %= L109 —*— L 177 —— L 232 L 292

Fig. 5. Viteza de fermentare a laptelui de catre tulpinile in studiu

Analiza datelor experimentale (fig. 5) demonstreaza, ca tulpinile de S. thermophilus L 12,
L 65, L 102, L 109, L 117 au manifestat viteza inalta 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 depasind limita rezervatd pentru streptococii termofili
in fabricarea produselor lactate fermentate.

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. Rezultatele obtinute privind acest parametru sunt prezentate in fig. 6. S-a stabilit ca,

titrul de microorganisme viabile a fost la nivel 10'° UFC in 1 ml de lapte fermentat de tulpinile
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L12,L 65 L 102,L 177 si 10° UFC-mL™ in cazul tulpinii L 109, ceea ce reprezinta valori inalte
comparativ cu 10" UFC-mL™ pentru tulpina L 232 si 10° UFC-mL™ pentru tulpina L 292, ceea
ce este insuficient pentru utilizarea tulpinilor in calitate de culturi starter pentru obtinerea

produselor lactate [7].
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S. thermophilus

Fig. 6. Titrul bacteriilor lactice studiate

Activitatea fermentativa joasd 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 consecintd, aceste tulpini au fost
eliminate din studiile ulterioare.

In continuare au fost cercetate proprietatile antimicrobiene ale tulpinilor studiate fata de
microflora patogeni si conditionat patogend prezenti deseori la fabricarea produselor lactate. In
calitate de culturi de referinta au fost utilizate tulpinile de Staphylococcus. aureus ATCC®
25923™ i Escherichia coli ATCC® 25922™. Rezultatele cercetdrilor privind activitatea
antagonista a culturilor de bacterii lactice sunt prezentate in tabelul 3.

Analizdnd datele, putem concluziona cd activitatea antagonistda Tmpotriva
microorganismelor patogene a tulpinilor de S. thermophilus este considerabila [8, 9]. Zona de
inhibitie variaza intre 16 si 18 mm fatd 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 [10].

Tabelul 3. Proprietatile antimicrobiene ale tulpinilor de bacterii lactice studiate

Codul tulpinii Cultura de referinta
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
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Capacitatea de a sintetiza exopolizaharide (EPS) la streptococii termofili este considerata
o caracteristicd biotehnologicad importantd, care, pe de o parte, contribuie la Tmbunatatirea
viscozitatii si texturii produsului in procesul de fabricare a unor produse lactate fermentate, cum
ar fi iaurturile, iar pe de altd parte protejeaza celulele bacteriene de efectele adverse ale factorilor
externi, cum ar fi modificdrile fizice si chimice ale mediului, impactul altor bacterii si al
bacteriofagilor etc. Utilizarea in calitate de culturi starter a tulpinilor producatoare 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 7.

S

Fig. 7 Aprecierea vizuala a firului filant al coagulului format de culturile:

a) L177;b) L 65;¢c)L 102 (Autor foto Cartasev A.) [16]

Rezultatele investigatiilor asupra capacititii de sinteza a EPS-lor si proprietatilor
coagulului format de culturile studiate sunt prezentate in tabelul 4. Analiza datelor obtinute
demonstreaza, ca tulpinile studiate formeaza coagulul cremos sau viscos, cu sau fara eliminarea
de zer. In decursul cercetirilor 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 mica, ele co-precipitd cu proteinele la adaugarea acidului

tricloracetic si nu mai pot fi detectate la precipitarea cu etanol.

Tabelul 4. Sinteza EPS si caracteristica coagulului format sub actiunea bacteriilor lactice

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

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

L 65 vascoasa 43,6+t1 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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Astfel, din cele 5 tulpini autohtone de bacterii lactice termofile din specia S.
thermophilus izolate din produse lactate nationale de fermentare spontana au fost identificate 2
tulpini cu activitate inaltd si stabila de producere a EPS-lor, ce contribuie la formarea unui
coagul corespunzator cerintelor tehnice pentru iaurt si care pot servi drept alternativa 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 [6].

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.

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

Strategiile traditionale pentru majorarea 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.

In continuarea cercetirilor realizate la acest capitol, a fost studiati dinamica multiplicarii
tulpinilor selectate, evolutia aciditdtii titrabile si sintezei EPS, in conditii de cultivare periodicd a
tulpinilor selectate in lapte degresat la temperaturile de 32+1 °C si 40 °+1 °C (fig. 8).
Diagramele reprezentate aratd ca valoareca maximalda a EPS-lor sintetizate la temperatura
suboptimala (32 °C) a fost mai mare decat la temperaturd optimala (40°C), reprezentand 19,4%
pentru tulpina S. thermophilus CNMN-LB-50 si 23,8 % pentru S. thermophilus CNMN-LB-51.
Modificarea temperaturii de cultivare influenteaza durata fazelor de dezvoltare si randamentul

producerii metabolitilor extracelulari de catre aceste tulpini.
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Fig. 8. Evolutia numarului de bacterii lactice viabile si a cantitatii de EPS in functie de
timpul 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

Experimental au fost stabiliti parametrii biotehnologici optimi ai culturilor de bacterii
lactice producatoare de EPS, care asigurda un randament inalt de obtinere a EPS-lor si unui numar
mare de celule viabile. Pentru a stimula sinteza EPS in conditii industriale la fabricarea
produselor lactate fermentate fara 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 cantitdti suficiente de EPS pentru imbunatatirea calitatii

produselor lactate, ceea ce permite excluderea substantelor stabilizatoare din procesul tehnologic
[11].

4. APLICAREA TULPINILOR SELECTATE DE S. THERMOPHILUS iN
COMPOZITIA CULTURILOR STARTER
Rezultatele cercetarilor efectuate si descrise la Capitolul 3 al lucrarii de fatd au stat la baza
elaborarii tehnologei de fabricare a culturilor starter liofilizate de bacterii lactice, care este

descrisd 1n Instructiunea tehnologica privind fabricarea culturilor bacteriene liofilizate pentru
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produsele lactate fermentate conform SM 307 ,,Culturile bacteriene liofilizate pentru produsele
lactate fermentate”.
In vederea elaborarii acestei tehnologii, au fost parcurse urmitoarele 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 economica a utilizarii culturilor starter autohtone in procesul
tehnologic de preparare a produselor lactate fermentate.
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. 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, 1n solutia tampon de fosfati KoHPO,4 si KH2PO4
cupH7,2.
Dupa evaluarea numarului de celule viabile in fiecare din variantele experimentale, a fost
alcatuita ecuatia de regresie care descrie veridic (p<0,05) in valori naturale modificarea
viabilitatii bacteriilor lactice in functie de continutul substantelor de protectie in mediul de

liofilizare. Vizualizarea grafica a ecuatiei de regresie este reprezentata in figura 9.

Viability, %

Yjability, %
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Saccharcse, %

Fig.9. Reprezentarea grafica a modelului matematic de viabilitate a bacteriilor lactice din specia
S. thermophilus dupa liofilizare in mediul protector: a) viabilitatea in functie de zaharoza si citrat
de sodiu; b) viabilitatea in functie de zaharoza si glicerol
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Analiza detaliata a modelului matematic ne permite sa afirmam, ca 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 [12].

In rezultatul cercetirilor efectuate a fost stabiliti componenta optima a mediului protector
pentru fabricarea concentratelor bacetriene: glicerina — 20%, zaharoza - 10-15%, citrat de sodiu —
7,5-10%, gelatina — 5%, adaugate la lapte degresat cu 16% de substante uscate [13].

In baza rezultatelor cercetarilor privind optimizarea mediului de protectie si uscare a
biomasei tulpinilor S. thermophilus, a fost depusa cererea de brevet de inventie de scurta durata
S.2017 0090 din 2017.08.07 ,,Procedeul de obtinere a concentratul bacterian uscat pentru
fabricarea produselor lactate fermentate”.

Cercetarile privind efectul liofilizarii asupra indicilor biotehnologici (aciditatea activa,
viscozitatea relativa, sinteza de EPS) au demonstrat 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.

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.

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 5, conform carora, cele mai reusite combinatii pentru fabricarea
laurtului 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.
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Tabelul 5. Caracteristicile asociatiilor de tulpini in cadrul speciei S. thermophilus

Nr. crt. Durata Aciditatea Viscozitatea, | Cantitatea Aspectul
coagularii, titrabila, °T cSt de EPS, coagulului
ore mg/100 ml
1 3,6+0,1 74+1 4341 81,7+2,1 O,F',C, fz
2 3,440,2 72,3421 52,7425 46,3+1,5 O,V,F.D,C,fz
3 4,0+0,1 76+1 46,3£1,5 43,1+1,0 O,\V,F.D,C,fz
4 4,24+0,3 74+1 48,3+1,5 40,+1,5 O,\V,F.D,C,fz
5 3,620,2 75,3+1,5 50,3+0,5 56,3+5,5 O,V,F.D,C.fz
6 3,7+0,3 74,3+0,5 44,0+2.6 53,64+3,2 O,V,F.D,C,fz
7 3,9+0,1 75,0+1,0 62,0+2,6 0 0,nV,D,fz

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

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 unui lot experimental produs la SA
“SUCCES?”, or. Rascani.

Conform Reglementarii 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 doud specii 1n 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 Ramurald de Bacterii
Lactice (Directia Tehnologii Alimentare, ISPHTA) au fost selectate si testate tulpini autohtone
de Lb. bulgaricus. Tulpina Lb. bulgaricus CNMN-LB-42 a fost selectatd pentru utilizare in
componenta urmatoarelor combinatii de tulpini pentru culturi starter destinate fabricdrii 1aurtului:
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 dupd principalii parametri tehnologici, rezultatele caruia sunt
reprezentate in Tabelul 6.

Tabelul 6. Caracteristicile asociatiilor de tulpini autohtone pentru iaurt

Nr. d/o Durata Aciditatea | Vascozitatea, | Cantitatea | Aspectul
coagularii, titrabila, cSt de EPS, | coagulului
ore °T mg/100 ml

1 3,5+0,5 112+2 43,97+1,3 58,43+19 |O,V,F,D,fz

2 3,5+0,5 118+1 70,25+1,72 4749+1,3 | O,V,F,D,fz

3 4+0,5 98+2 106,51+1,0 0 O,D, nF,fz

Nota: O —omogen, V — vascoz, nV — nevascoz, F —filant, D — dens, fz — fara eliminarea zerului
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Culturile starter elaborate au fost examinate microscopic pentru a se determina raportul
dintre culturile de S. thermophilus si Lb. bulgaricus (fig. 10) care evident este in corcondanta cu

cerintele stabilite pentru culturile starter destinate fabricarii iaurtului [5].

Lactobacillus bulgaricus

Streptococcus thermophilus

Fig. 10. Aspectul microscopic al asociatiilor formate, Microscopie optica x100

Conform indicilor studiati, asociatiile formate corespund cerintelor fatd de culturile
starter destinate fabricarii produselor lactate fermentate [6].

La aceasta etapa au fost elaborate 3 culturi starter compuse pentru fabricarea iaurtului:

1. YO1 -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.

Folosind aceste 3 culturi starter, a fost fabricat un lot de iaurt cu continut diferit de
grasimi, in conditii industriale ale Concernului ,, JLC GROUP” din mun. Chisindu. Fermentatia a
fost efectuatd la o temperatura de 40+1 °C, dupa tehnologia traditionala — iaurt prin metoda la
rezervor.

Ulterior fost studiate proprietatile senzoriale, fizico-chimice si microbiologice ale
produselor lactate obtinute. S-a constatat ca culturile starter testate in producere asigura produsul
lactat cu microorganisme benefice din abundenta. Din datele prezentate rezultd ca dupa
maturizare la temperatura de 4+2°C, numarul de bacterii lactice a ramas aproape de nivelul
inregistrat la finalizarea procesului de fermentare, iar mostrele de iaurt corespund cerintelor
igienice indicate in ,,Reguli privind criteriile microbiologice pentru produsele alimentare” [14].

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

lactice si gust placut, acrisor.
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Aciditatea titrabila a tuturor mostrelor a crescut putin si aciditatea activa nu s-a schimbat
mult, de aceea putem concluziona ca valorile finale ale aciditatii mostrelor de iaurt cu diferit
continut de grasime corespund exigentelor Reglementarii Tehnice ”Lapte si produsele lactate”.

Urmadtoarea etapa a evaludrii indicilor de calitate a iaurturilor fabricate in conditii
industriale a fost consacrata studiului proprietdtilor structurale ale produselor obtinute prin
fermentare cu culturi starter producatoare de EPS. Cercetarile au stabilit ca utilizarea culturilor
starter multiple la fabricarea iaurtului cu continut diferit de grasime poate mari viscozitatea
acestora (1,543; 1,557, 1,567 si 1.559 Pa-s, respectiv) si caracteristicile tixotrope (reducerea
degradarii structurii si cresterea capacitatii de restabilire a structurii), gradul inferior de
distrugere fiind de 30,5%, iar cel mai inalt grad de reducere constituind 84,4%. 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, dupa maturare si in timpul depozitdrii, nu a fost detectatd sinereza. laurtul degresat
fabricat cu cultura YO3 a manifestat separarea zerului in cantitate de 0,8%. In rezultatul studiilor
s-a determinat, cd utilizarea culturilor starter producdtoare de EPS blocheaza procesul de
sinerezd si conduce la cresterea capacitatii de retinere a apei in coagul, ceea ce se datoreaza
faptului ca EPS-le consolideaza legaturile de apa cu componentele de lapte [15].

In experientele ulterioare au fost studiati parametrii reologici, care caracterizeazi
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 au aratat ca
vascozitatea coagulului de iaurt la viteza de fortificare 1 s in varianta experimentala YOI 2,5%
si YO2 0,1% a fost mai mare decat la mostrele fermentate de YO3 2,5% si 0,1%. Valoarea cea
mai mare a tensiunii de fortificare a fost observata pentru varianta YO1 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 Iimbunatateste proprietdtile mecanice ale produselor lactate fermentate in special cu
continut redus de grasime.

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 11.

Analiza microscopica a preparatului histologic a iaurtului fabricat cu utilizarea culturilor
starter producatoare de EPS prezintd o structurda omogena, densd, mai ales varianta de iaurt cu
2,5% de grasime, fara eliminarea zerului , complexele granulate de proteine din lapte sunt
colorate in roz-maro (figura 10a). laurtul degresat fabricat cu tulpina producatoare de EPS de
asemenea are structurd compacta, proteinele din lapte sunt grupate intr-un mod suficient in

complexe mari, repartizate inegal, structura leaga apa libera ce previne separarea zerului [16].
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Fig.11. Microstructura iaurtului, microscopie optica x40: a) 2,5% de grasime+ EPS,

b)0,1% de grasime+ EPS, c) 2,5% de grasime— control, d) 0,1% de grasime — control

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 producdtoare 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 10 c), ceea ce a cauzat o capacitate mai mica de
retinere a apei si separare a zerului [16].

Rezultatele cercetarilor au contribuit la elaborarea tehnologiei de fabricare a culturilor
starter pentru producerea lactatelor fermentate conform Standardului Moldovenesc SM 306:2012
,Culturi bacteriene concentrate liofilizate pentru produse lactate fermentate. Conditii tehnice”.

Proprietatile deosebite ale culturilor starter elaborate in baza tulpinilor S. thermophilus
autohtone sunt confirmate prin brevetul de inventie de scurtd durata MD-865 din 2015.01.31
,Procedeul de obtinere a produsului lactat praf”

Cercetarile 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 [15].

in final, a fost evaluati fezabilitatea economica a utilizarii culturilor starter autohtone in
procesul tehnologic de preparare a produselor lactate fermentate. Implementarea tehnologiei de
fabricare a culturilor starter autohtone, elaborate in cadrul lucrarii date, asigurd un cost de 6 ori
mai mic per flacon de cultura starter, in comparatie cu cele provenite din import, iar efectul
economic anual la 1000 de flacoane fabricate tinand cont de preturile anului 2017 va constitui
16550 lei.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

Realizarea cercetdrilor 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 [17-19].

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, caracterizdndu-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 [4].

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 fata de Staphilococcus aureus,
contribuind la prevenirea dezvoltdrii infectiilor intestinale si a patogenilor in probele
lactate fermentate [3, 9].

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 in conditii industriale de fabricare a produselor
lactate fermentate fara a modifica temperatura, mediul nutritiv trebuie suplimentat cu
zaharoza in cantitate de 8%. [13].

Mediul protector determinat in baza metodei matematice de planificare a experientelor
contine cantitati 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 [14].

Asocierea culturilor 1n 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 [17-19, 20].
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Problema stiintifici importanta 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.
Aportul personal. In materialele care reflectd 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 industriala 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 industriala;
microflora nedorita in conditiile de fermentare, se recomanda pentru utilizare la scara

industriala - in procesul de fabricare a iaurtului.
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ADNONTARE

CARTASEV 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, iaurt.

Domeniul de studiu: 167.01. Biotehnologie, bionanotehnologie.

Scopul lucririi constd izolarea, identificarea si evaluarea caracteristicilor fiziologo-
biochimice si biotehnologice ale unor tulpini noi de S. thermophilus, selectate in scopul
elaborarii culturilor starter autohtone si utilizarii lor la fabricarea produselor lactate fermentate.

Obiectivele lucrarii: izolarea in culturda purd a bacteriilor lactice tipice speciei S.
thermophilus din lapte si produsele lactate de fermentare spontana 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 in 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 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 inalta de fermentare a laptelui.

Problema stiintifica solutionata. 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 teoreticad 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 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 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”.

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.
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AHHOTALUSA

Kaprames Anatoauii ,,HoBble MecTHBIE ITamMmmbl  Streptococcus thermophilus u nx
HCNOJb30BAHME UIL  MOJYy4YeHMs  (epMEeHTHPOBAHHBIX  MOJOYHBIX  HNPOAYKTOB”,
JIccepTalys Kanauaata onosornueckux Hayk, Kummaes, 2018.

Juccepranus BKIIOYACT 4 II1aBbl, 3aKJIIOYCHHUS U PEKOMEHIAIK, OnOimuorpaguyueckuii Ciucok
u3 169 HazBanuii, 13 mpunoxxenuid, 131 cTpaHui] OCHOBHOTO TEKCTa, COAEPXHUT 44 pucyHKa, 29
tabmui. Pe3ynpTarhl nccinenoBanuii onyonuKkoBaHbsl B 21 HayyHBIX paboTax.

KiroueBbie cioBa: Streptococcus thermophilus, MecTHbIC MITaAMMBI, CTapTEpHBIE
KYJIBTYpBbI, 3K30M0JIMCaxXapuibl, HOTypT.

CnenpajbHoCTh: 167.01. OMOTEXHOJIOrHS, OMOHAHOTEXHOJIOTHSL.

Leas padoTbl COCTOMNT B  HW30JSALUH, WIACHTU(UKAIUM M OLEHKE (U3HUOIIOro-
OMOXUMHUYECKUX W OHMOTEXHOJOIMYECKHX XapaKTePHCTHK HOBBIX mTamMMmoB S. thermophilus,
OTOOpaHHBIX JJIS1 TOATOTOBKM MECTHBIX CTApTepHBIX KYJIbTYp M WX HCHOJB30BAHUS B
MIPOU3BOJICTBE (EPMEHTUPOBAHHBIX MOJIOYHBIX MTPOIYKTOB.

3agaum padoThI: TOIYYEHUE YUCTHIX KYJIBTYpP MOJOYHOKHCIBIX OaKTEepHid, THIIUYHBIX
s Buaa S. thermophilus, U3 Mosioka U CrIOHTaHHO (EPMEHTHPOBAHHBIX MOJIOYHBIX MPOJAYKTOB
U3 pa3HbIX yacteil PecyOonukn MomoBa; ¢peHoTHIIMYeCKast U TeHOTHIMYECKas HACHTU(DUKAIIUS
M30JIMPOBAHHBIX IITAMMOB U BBIIEJICHHE IITAMMOB C BBICOKMM OHOTEXHOJIOTHYECKUM
NOTEHLIMAJIOM; YCTaHOBJIEHUE ONTHMAJbHBIX IapaMeTpOB KYyJIbTUBUPOBAHUS U KOHCEPBALUU
mrammoB S. thermophilus, npoaynupyronmx 3K30M0Mucaxapuabl B MPOMBIIUICHHBIX YCIOBHUSAX;
pa3paboTKka U TECTUPOBAHUE B YCJIOBUAX IPOU3BOJCTBA MECTHBIX CTapTEPHBIX KYyJIbTYp Ha
OCHOBE CMEIIAaHHBIX AacCOLMAlMi HOBBIX IITAMMOB MOJIOUHOKUCIBIX OakTepuil s
IPOM3BOJICTBA (PEPMEHTUPOBAHHBIX MOJIOYHBIX MTPOIAYKTOB.

Hayuynasi HOBH3HA W OPHUIMHAJBLHOCTBH. BBUIM MpeUIoKEeHbI AJs WCIOJIb30BAHUS B
MOJIOYHOM IMPOMBIIUIEHHOCTH HOBBIE IITAMMBI TEPMO(MWIBHBIX MOJIOYHOKHCIBIX OakTepuil c
BBICOKMM OHMOTEXHOJIOTUYECKUM MOTEHIIMAJIOM, BBIICTICHHbIE W3 MOJOKa M MOJOYHBIX
IPOJYKTOB CIIOHTaHHOW (epMeHTannu. Ha ocHOBE BHIOpAHHBIX IITAMMOB OBLTH ITPUTOTOBIICHBI
HOBBIE MECTHBIE CTapTEepHbIE KYJIbTYpbI JIi NPUTOTOBIEHHS HOTypTa, XapaKTepU3yIOIIHecs
BBICOKOM ()epMEHTATUBHOMN aKTUBHOCTBIO.

Pemiennass Hayuynas npoOGjema. OToOpaHbl M ONMCaHbl HOBBIE  IITAMMBI
MOJIOYHOKHCITBIX OakTepuit S. thermophilus ¢ mensio co3manust MECTHBIX CTAPTEPHBIX KYIBTYP C
BBICOKUM OMOTEXHOJIOTUYECKUM TOTEHUHAIOM JJIs MOJIOYHOM MPOMBIIUIEHHOCTH, 4YTO
MO3BOJIUJIO MOBBICUTH 3PPEKTUBHOCTH IpoIecca IPOU3BOJACTBA (PEPMEHTUPOBAHHBIX MOJIOUHBIX
HPOIYKTOB.

Teopernueckoe 3HAYeHHe 3aKJIIOYAETCS B HAKOIUIGHMM HOBBIX JAHHBIX O
OMOJIOTHUECKOM pa3HooOpa3uu MecTHbIX mTammoB S. thermophilus u3 Moiioka U MOIOYHBIX
IPOAYKTax CIIOHTAHHON (hepMeHTalMM; HaydHas apryMeHTalls BO3MOXKHOCTH HCHOJIb30BaHUS
MECTHBIX CTApPTEPHBIX KYJIbTYpP TEPMOQPHIBHBIX MOJOYHOKHCIBIX OAKTEpPUN JUIsl TPUTOTOBICHHS
forypra. beia mokazana aktyanbHOCTh MeTo/10B Rep-PCR u FT-IR mns maentudukanmum BuaoB
MOJIOYHBIX OaKTepUH U3 IPUPOJHBIX UCTOUHUKOB.

IIpakTHyeckoe 3HaYeHHe PAOOTHI COCTOUT B Pa3pabOTKE CTAPTEPHBIX KYIbTYpP IS
POM3BOJICTBA (hEPMEHTHUPOBAHHBIX MOJIOUHBIX MPOAYKTOB M TexHoJornuecko nHeTpykuuu 1T
MD 67-0041795-079:2016 ,,KoHmeHTpupOBaHHBIE JMOPHIN3UPOBAHHBIE OaKTepHUaTbHbIC
KYJIBTYpPBI 17151 PEpMEHTUPOBAHHBIX MOJIOYHBIX MMPOAYKTOB. TeXHUUECKUE YCIOBUS .

BHenpenue HayuyHbIX pe3yiabTaroB: [loiydeHHble pe3ynbTaTbl ObUIM BHEIPEHBI B
paMKax KOHIlEpHAa MOJIOYHOM mpomsbinuieHHocTH ,JLC  Group” s mpous3BOACTBa
IKCTIEpUMEHTABHBIX cepuil Horypra m Ha AO ,,SUCCES” misi TPOM3BOJCTBA TOIYTBEPAOTO
CBIPHOTO MPOJYKTA.
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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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