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ADNONTARE  

CARTAἧEV Anatoli ĂTulpini autohtone noi de Streptococcus thermophilus Ἠi utilizarea lor 

pentru fabricarea produselor lactate fermentateò, tezŁ de doctor ´n ἨtiinἪe biologice, 

ChiἨinŁu, 2018. 

Teza conἪine 4 capitole, concluzii generale ĸi recomandŁri, bibliografie cu 169 titluri, 13 anexe, 

131 pagini de text de bazŁ, 44 de figuri, 29 tabele. Rezultatele obŞinute sunt publicate ´n 21 de 

lucrŁri ĸtiinŞifice. 

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

iaurt. 

Domeniul de studiu: 167.01. Biotehnologie, bionanotehnologie. 

Scopul lucrŁrii constŁ izolarea, identificarea Ἠi evaluarea caracteristicilor fiziologo-biochimice 

ĸi biotehnologice ale unor tulpini noi de S. thermophilus, selectate ´n vederea elaborŁrii  

culturilor starter autohtone Ἠi utilizŁrii lor la fabricarea produselor lactate fermentate. 

Obiectivele lucrŁrii: izolarea ´n culturŁ purŁ a bacteriilor lactice tipice speciei S. thermophilus 

din lapte Ἠi produsele lactate de fermentare spontanŁ  din diferite zone  ale R. Moldova; 

identificarea fenotipicŁ ĸi genotipicŁ a tulpinilor izolate Ἠi evidenἪierea tulpinilor cu potenἪial 

biotehnologic ´nalt pentru industria laptelui; stabilirea parametrilor optimi de cultivare Ἠi pŁstrare 

a tulpinilor producŁtoare de exopolizaharide din specia S. thermophilus  ´n condiἪii industriale; 

elaborarea ĸi testarea ´n condiŞii de producere a culturilor starter autohtone ´n baza asociaἪiilor 

mixte de tulpini noi de bacterii lactice pentru fabricarea lactatelor fermentate.  

Noutatea ĸi originalitatea ĸtiinŞificŁ. Au fost propuse pentru industria produselor lactate tulpini 

noi de bacterii lactice termofile cu potenἪial biotehnologic ´nalt, izolate din lapte Ἠi produsele 

lactate de fermentare spontanŁ  din diferite zone  ale R. Moldova. Ċn baza tulpinilor selectate au 

fost elaborate culturi starter autohtone noi pentru prepararea iaurtului  ce se caracterizeazŁ prin 

activitate ´naltŁ de fermentare a laptelui. 

Problema ĸtiinŞificŁ soluŞionatŁ.  Au fost selectate ĸi descrise tulpini noi de bacterii lactice din 

specia S. thermophilus, ceea ce a condus la elaborarea culturilor starter autohtone cu potenἪial 

biotehnologic ´nalt pentru industria de procesare a laptelui, fapt ce a permis eficientizarea 

procesului de  fabricare a produselor lactate fermentate. 

SemnificaŞia teoreticŁ constŁ ´n acumularea de date noi referitor la biodiversitatea tulpinilor 

autohtone de S. thermophilus din lapte Ἠi produsele lactate de fermentare spontanŁ  din diferite 

zone  ale R. Moldova; argumentarea  ἨtiinἪificŁ a perspectivei utilizŁrii culturilor starter 

autohtone de bacterii lactice termofile pentru prepararea iaurtului. Aplicarea  tehnicilor de 

biologie molecularŁ pentru identificarea tulpinilor studiate de S. thermophilus au demonstrat 

relevanŞa tehnicilor Rep-PCR ĸi FT-IR pentru identificarea speciilor de bacterii lactice din surse 

naturale. 

Valoarea aplicativŁ a lucrŁrii constŁ ´n elaborarea culturilor starter autohtone pentru 

fabricarea lactatelor fermentate ´n baza asociaἪiilor mixte de tulpini noi de bacterii lactice, 

depozitate ´n ColecŞia NaŞionalŁ de Microorganisme Nepatogene, precum ĸi elaborarea 

documentului tehnico-normativ ĂInstrucἪiunea TehnologicŁ IT MD 67-0041795-079:2016 

Culturi bacteriene concentrate liofilizate pentru produsele lactate fermentate. CondiŞii tehniceò.  

Implementarea rezultatelor ĸtiinŞifice: rezultatele cercetŁrilor efectuate au fost implementate 

´n cadrul concernului de industrializare a laptelui ĂJLC Groupò la fabricarea loturilor 

experimentale de iaurt Ἠi la SA ĂSuccesò la fabricarea produsului de br©nzŁ semitare. 
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ɸʅʅʆʊɸʎʀʗ 

ʂʘʨʪʘʰʝʚ ɸʥʘʪʦʣʠʡ Ăʅʦʚʳʝ ʤʝʩʪʥʳʝ ʰʪʘʤʤʳ  Streptococcus thermophilus ʠ ʠʭ 

ʠʩʧʦʣʴʟʦʚʘʥʠʝ ʜʣʷ ʧʦʣʫʯʝʥʠʷ ʬʝʨʤʝʥʪʠʨʦʚʘʥʥʳʭ ʤʦʣʦʯʥʳʭ ʧʨʦʜʫʢʪʦʚò, 

ʜʠʩʩʝʨʪʘʮʠʷ ʢʘʥʜʠʜʘʪʘ ʙʠʦʣʦʛʠʯʝʩʢʠʭ ʥʘʫʢ, ʂʠʰʠʥʝʚ, 2018. 

ɼʠʩʩʝʨʪʘʮʠʷ ʚʢʣʶʯʘʝʪ 4 ʛʣʘʚʳ, ʟʘʢʣʶʯʝʥʠʷ ʠ ʨʝʢʦʤʝʥʜʘʮʠʠ, ʙʠʙʣʠʦʛʨʘʬʠʯʝʩʢʠʡ ʩʧʠʩʦʢ 

ʠʟ 169 ʥʘʟʚʘʥʠʡ, 13 ʧʨʠʣʦʞʝʥʠʡ, 131 ʩʪʨʘʥʠʮ ʦʩʥʦʚʥʦʛʦ ʪʝʢʩʪʘ, ʩʦʜʝʨʞʠʪ  44 ʨʠʩʫʥʢʘ, 29 

ʪʘʙʣʠʮ. ʈʝʟʫʣʴʪʘʪʳ ʠʩʩʣʝʜʦʚʘʥʠʡ ʦʧʫʙʣʠʢʦʚʘʥʳ ʚ 21 ʥʘʫʯʥʳʭ ʨʘʙʦʪʘʭ. 

ʂʣʶʯʝʚʳʝ ʩʣʦʚʘ: Streptococcus thermophilus, ʤʝʩʪʥʳʝ ʰʪʘʤʤʳ, ʩʪʘʨʪʝʨʥʳʝ ʢʫʣʴʪʫʨʳ, 

ʵʢʟʦʧʦʣʠʩʘʭʘʨʠʜʳ, ʡʦʛʫʨʪ. 

ʉʧʝʮʠʘʣʴʥʦʩʪʴ: 167.01. ʙʠʦʪʝʭʥʦʣʦʛʠʷ, ʙʠʦʥʘʥʦʪʝʭʥʦʣʦʛʠʷ. 

ʎʝʣʴ ʨʘʙʦʪʳ ʩʦʩʪʦʠʪ ʚ  ʠʟʦʣʷʮʠʠ, ʠʜʝʥʪʠʬʠʢʘʮʠʠ ʠ ʦʮʝʥʢʝ ʬʠʟʠʦʣʦʛʦ-ʙʠʦʭʠʤʠʯʝʩʢʠʭ ʠ 

ʙʠʦʪʝʭʥʦʣʦʛʠʯʝʩʢʠʭ ʭʘʨʘʢʪʝʨʠʩʪʠʢ ʥʦʚʳʭ ʰʪʘʤʤʦʚ S. thermophilus, ʦʪʦʙʨʘʥʥʳʭ ʜʣʷ 

ʧʦʜʛʦʪʦʚʢʠ ʤʝʩʪʥʳʭ ʩʪʘʨʪʝʨʥʳʭ ʢʫʣʴʪʫʨ ʠ ʠʭ ʠʩʧʦʣʴʟʦʚʘʥʠʷ ʚ ʧʨʦʠʟʚʦʜʩʪʚʝ 

ʬʝʨʤʝʥʪʠʨʦʚʘʥʥʳʭ ʤʦʣʦʯʥʳʭ ʧʨʦʜʫʢʪʦʚ.  

ɿʘʜʘʯʠ ʨʘʙʦʪʳ: ʧʦʣʫʯʝʥʠʝ ʯʠʩʪʳʭ ʢʫʣʴʪʫʨ ʤʦʣʦʯʥʦʢʠʩʣʳʭ ʙʘʢʪʝʨʠʡ, ʪʠʧʠʯʥʳʭ ʜʣʷ ʚʠʜʘ 

S. thermophilus, ʠʟ ʤʦʣʦʢʘ ʠ ʩʧʦʥʪʘʥʥʦ ʬʝʨʤʝʥʪʠʨʦʚʘʥʥʳʭ ʤʦʣʦʯʥʳʭ ʧʨʦʜʫʢʪʦʚ ʠʟ ʨʘʟʥʳʭ 

ʯʘʩʪʝʡ ʈʝʩʧʫʙʣʠʢʠ ʄʦʣʜʦʚʘ; ʬʝʥʦʪʠʧʠʯʝʩʢʘʷ ʠ ʛʝʥʦʪʠʧʠʯʝʩʢʘʷ ʠʜʝʥʪʠʬʠʢʘʮʠʷ 

ʠʟʦʣʠʨʦʚʘʥʥʳʭ ʰʪʘʤʤʦʚ ʠ ʚʳʜʝʣʝʥʠʝ ʰʪʘʤʤʦʚ ʩ ʚʳʩʦʢʠʤ ʙʠʦʪʝʭʥʦʣʦʛʠʯʝʩʢʠʤ 

ʧʦʪʝʥʮʠʘʣʦʤ; ʫʩʪʘʥʦʚʣʝʥʠʝ ʦʧʪʠʤʘʣʴʥʳʭ ʧʘʨʘʤʝʪʨʦʚ ʢʫʣʴʪʠʚʠʨʦʚʘʥʠʷ ʠ ʢʦʥʩʝʨʚʘʮʠʠ 

ʰʪʘʤʤʦʚ S. thermophilus, ʧʨʦʜʫʮʠʨʫʶʱʠʭ ʵʢʟʦʧʦʣʠʩʘʭʘʨʠʜʳ ʚ ʧʨʦʤʳʰʣʝʥʥʳʭ ʫʩʣʦʚʠʷʭ; 

ʨʘʟʨʘʙʦʪʢʘ ʠ ʪʝʩʪʠʨʦʚʘʥʠʝ ʚ ʫʩʣʦʚʠʷʭ ʧʨʦʠʟʚʦʜʩʪʚʘ ʤʝʩʪʥʳʭ ʩʪʘʨʪʝʨʥʳʭ ʢʫʣʴʪʫʨ ʥʘ 

ʦʩʥʦʚʝ ʩʤʝʰʘʥʥʳʭ ʘʩʩʦʮʠʘʮʠʡ ʥʦʚʳʭ ʰʪʘʤʤʦʚ ʤʦʣʦʯʥʦʢʠʩʣʳʭ ʙʘʢʪʝʨʠʡ ʜʣʷ 

ʧʨʦʠʟʚʦʜʩʪʚʘ ʬʝʨʤʝʥʪʠʨʦʚʘʥʥʳʭ ʤʦʣʦʯʥʳʭ ʧʨʦʜʫʢʪʦʚ. 

ʅʘʫʯʥʘʷ ʥʦʚʠʟʥʘ ʠ ʦʨʠʛʠʥʘʣʴʥʦʩʪʴ. ɹʳʣʠ ʧʨʝʜʣʦʞʝʥʳ ʜʣʷ ʠʩʧʦʣʴʟʦʚʘʥʠʷ ʚ ʤʦʣʦʯʥʦʡ 

ʧʨʦʤʳʰʣʝʥʥʦʩʪʠ ʥʦʚʳʝ ʰʪʘʤʤʳ ʪʝʨʤʦʬʠʣʴʥʳʭ ʤʦʣʦʯʥʦʢʠʩʣʳʭ ʙʘʢʪʝʨʠʡ ʩ ʚʳʩʦʢʠʤ 

ʙʠʦʪʝʭʥʦʣʦʛʠʯʝʩʢʠʤ ʧʦʪʝʥʮʠʘʣʦʤ, ʚʳʜʝʣʝʥʥʳʝ ʠʟ ʤʦʣʦʢʘ ʠ ʤʦʣʦʯʥʳʭ ʧʨʦʜʫʢʪʦʚ 

ʩʧʦʥʪʘʥʥʦʡ ʬʝʨʤʝʥʪʘʮʠʠ. ʅʘ ʦʩʥʦʚʝ ʚʳʙʨʘʥʥʳʭ ʰʪʘʤʤʦʚ ʙʳʣʠ ʧʨʠʛʦʪʦʚʣʝʥʳ ʥʦʚʳʝ 

ʤʝʩʪʥʳʝ ʩʪʘʨʪʝʨʥʳʝ ʢʫʣʴʪʫʨʳ ʜʣʷ ʧʨʠʛʦʪʦʚʣʝʥʠʷ ʡʦʛʫʨʪʘ, ʭʘʨʘʢʪʝʨʠʟʫʶʱʠʝʩʷ ʚʳʩʦʢʦʡ 

ʬʝʨʤʝʥʪʘʪʠʚʥʦʡ ʘʢʪʠʚʥʦʩʪʴʶ. 

ʈʝʰʝʥʥʘʷ ʥʘʫʯʥʘʷ ʧʨʦʙʣʝʤʘ. ʆʪʦʙʨʘʥʳ ʠ ʦʧʠʩʘʥʳ ʥʦʚʳʝ ʰʪʘʤʤ r ʤʦʣʦʯʥʦʢʠʩʣʳʭ 

ʙʘʢʪʝʨʠʡ S. thermophilus ʩ ʮʝʣʴʶ ʩʦʟʜʘʥʠʷ  ʤʝʩʪʥʳʭ ʩʪʘʨʪʝʨʥʳʭ ʢʫʣʴʪʫʨ ʩ ʚʳʩʦʢʠʤ 

ʙʠʦʪʝʭʥʦʣʦʛʠʯʝʩʢʠʤ ʧʦʪʝʥʮʠʘʣʦʤ ʜʣʷ ʤʦʣʦʯʥʦʡ ʧʨʦʤʳʰʣʝʥʥʦʩʪʠ, ʯʪʦ ʧʦʟʚʦʣʠʣʦ 

ʧʦʚʳʩʠʪʴ ʵʬʬʝʢʪʠʚʥʦʩʪʴ ʧʨʦʮʝʩʩʘ ʧʨʦʠʟʚʦʜʩʪʚʘ ʬʝʨʤʝʥʪʠʨʦʚʘʥʥʳʭ ʤʦʣʦʯʥʳʭ ʧʨʦʜʫʢʪʦʚ. 

ʊʝʦʨʝʪʠʯʝʩʢʦʝ ʟʥʘʯʝʥʠʝ ʟʘʢʣʶʯʘʝʪʩʷ ʚ ʥʘʢʦʧʣʝʥʠʠ ʥʦʚʳʭ ʜʘʥʥʳʭ ʦ ʙʠʦʣʦʛʠʯʝʩʢʦʤ 

ʨʘʟʥʦʦʙʨʘʟʠʠ ʤʝʩʪʥʳʭ ʰʪʘʤʤʦʚ S. thermophilus ʠʟ ʤʦʣʦʢʘ ʠ ʤʦʣʦʯʥʳʭ ʧʨʦʜʫʢʪʘʭ 

ʩʧʦʥʪʘʥʥʦʡ ʬʝʨʤʝʥʪʘʮʠʠ; ʥʘʫʯʥʘʷ ʘʨʛʫʤʝʥʪʘʮʠʷ ʚʦʟʤʦʞʥʦʩʪʠ ʠʩʧʦʣʴʟʦʚʘʥʠʷ ʤʝʩʪʥʳʭ 

ʩʪʘʨʪʝʨʥʳʭ ʢʫʣʴʪʫʨ ʪʝʨʤʦʬʠʣʴʥʳʭ ʤʦʣʦʯʥʦʢʠʩʣʳʭ ʙʘʢʪʝʨʠʡ ʜʣʷ ʧʨʠʛʦʪʦʚʣʝʥʠʷ ʡʦʛʫʨʪʘ. 

ɹʳʣʘ ʜʦʢʘʟʘʥʘ ʘʢʪʫʘʣʴʥʦʩʪʴ ʤʝʪʦʜʦʚ Rep-PCR ʠ FT-IR ʜʣʷ ʠʜʝʥʪʠʬʠʢʘʮʠʠ ʚʠʜʦʚ 

ʤʦʣʦʯʥʳʭ ʙʘʢʪʝʨʠʠ ʠʟ ʧʨʠʨʦʜʥʳʭ ʠʩʪʦʯʥʠʢʦʚ. 

ʇʨʘʢʪʠʯʝʩʢʦʝ ʟʥʘʯʝʥʠʝ ʨʘʙʦʪʳ ʩʦʩʪʦʠʪ ʚ ʨʘʟʨʘʙʦʪʢʝ ʩʪʘʨʪʝʨʥʳʭ ʢʫʣʴʪʫʨ ʜʣʷ 

ʧʨʦʠʟʚʦʜʩʪʚʘ ʬʝʨʤʝʥʪʠʨʦʚʘʥʥʳʭ ʤʦʣʦʯʥʳʭ ʧʨʦʜʫʢʪʦʚ ʠ ʊʝʭʥʦʣʦʛʠʯʝʩʢʦʡ ʠʥʩʪʨʫʢʮʠʠ IT 

MD 67-0041795-079:2016 Ăʂʦʥʮʝʥʪʨʠʨʦʚʘʥʥʳʝ ʣʠʦʬʠʣʠʟʠʨʦʚʘʥʥʳʝ ʙʘʢʪʝʨʠʘʣʴʥʳʝ 

ʢʫʣʴʪʫʨʳ ʜʣʷ ʬʝʨʤʝʥʪʠʨʦʚʘʥʥʳʭ ʤʦʣʦʯʥʳʭ ʧʨʦʜʫʢʪʦʚ. ʊʝʭʥʠʯʝʩʢʠʝ ʫʩʣʦʚʠʷò.  
ɺʥʝʜʨʝʥʠʝ ʥʘʫʯʥʳʭ ʨʝʟʫʣʴʪʘʪʦʚ: ʇʦʣʫʯʝʥʥʳʝ ʨʝʟʫʣʴʪʘʪʳ ʙʳʣʠ ʚʥʝʜʨʝʥʳ ʚ ʨʘʤʢʘʭ 

ʢʦʥʮʝʨʥʘ ʤʦʣʦʯʥʦʡ ʧʨʦʤʳʰʣʝʥʥʦʩʪʠ ĂJLC Groupò ʜʣʷ ʧʨʦʠʟʚʦʜʩʪʚʘ ʵʢʩʧʝʨʠʤʝʥʪʘʣʴʥʳʭ 

ʩʝʨʠʡ ʡʦʛʫʨʪʘ ʠ ʥʘ ɸʆ ĂSuccesò ʜʣʷ ʧʨʦʠʟʚʦʜʩʪʚʘ ʧʦʣʫʪʚʝʨʜʦʛʦ ʩʳʨʥʦʛʦ ʧʨʦʜʫʢʪʘ. 
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ɸBSTRACT 

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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LISTA ABREVIERILOR  

 

ADN - Acidul dezoxiribonucleic 

ANOVA ï Analiza de varianŞŁ; 

ARNm - Acid ribonucleic mesager; 

ATCC ï American Type Culture Collection 

cSt ï centiStokes; 

EPS ï Exopolizaharide; 

FTIR - Fourier-Transform InfraRed Spectroscopy; 

HipperLader 50bp ï Marcher molecular de masŁ pentru determinarea rapidŁ a mŁrimii 

fragmentelor ADN (50-2000bp);  

LacS ï Lactose transporter of Streptococcus thermophylus; 

NAD/NADH - Nicotinamide adenine dinucleotide; 

NMMAFA ï NumŁrul de microorganisme mezofile aerobe Ἠi facultativ anaerobe; 

pb ï perechi de bazŁ 

PCR ï Polymerase Chain Reaction (ReacἪia de polimerizare in lanἪ); 

Rep-PCR ï Repetitive element palindromic PCR; 

SUD ï SubstanŞe uscate degresate; 

UFC ï UnitŁŞi formatoare de colonii; 

Ï ï Diametru, (mm); 
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INTRODUCERE  

 

Actualitatea ĸi importanŞa cercetŁrilor. Procesele tehnologice bazate pe activitatea 

microorganismelor au semnificaἪie deosebitŁ pentru biotehnologia modernŁ,  str©ns legatŁ de 

evidenŞierea Ἠi selectarea microorganismelor noi cu proprietŁἪi specifice, ceea ce presupune o 

creἨtere a diversitŁἪii produselor biotehnologice. 

Varietatea largŁ de produse lactate fermentate se datoreazŁ utilizŁrii culturilor starter, care 

conἪin diferite specii de bacterii lactice special selectate. Streptococii termofili Ἠi lactococii 

mezofili sunt cele mai utilizate culturi bacteriene pentru fabricarea produselor lactate fermentate 

la scarŁ industrialŁ. Capacitatea bacteriilor lactice termofile de a creἨte a Ἠi se multiplica la 

temperaturi de 37-45 ÁC este o condiἪie importantŁ fiind asociatŁ cu procesul tehnologic de 

fabricare a produselor lactate fermentate, cum ar fi iaurtul, laptele covŁsit Ἠi diverse br©nzeturi 

[142]. 

Ċn ultimii ani a crescut interesul cercetŁtorilor faἪŁ de bacteriile lactice termofile, lucru ´n 

mare mŁsurŁ legat de dezvoltarea industriei produselor lactate din lume, precum Ἠi de 

valorificarea  tulpinilor noi de bacterii lactice ´n calitate de tulpini starter. Ċn Republica Moldova 

p©nŁ ´n prezent aceastŁ tendinŞŁ se reliefeazŁ slab, exprim©ndu-se printr-un nivel insuficient de 

utilizare a culturilor starter autohtone. 

Pentru ameliorarea  proprietŁἪilor reologice ale produselor lactate fermentate Ἠi extinderea 

duratei lor de pŁstrare sunt utilizate diferite sisteme stabilizatoare, deseori modificate chimic [14, 

101]. Ċn acest sens, ´n ultimii ani, o mare atenἪie se acordŁ tulpinilor care sintetizeazŁ 

exopolizaharide (EPS) cu potenŞial de utilizare ´n calitate de sursŁ naturalŁ de aditivi alimentari, 

ceea ce amelioreazŁ parametrii reologici ai produselor lactate Ἠi contribuie la aderarea 

microorganismelor probiotice la pereἪii intestinali. Interesul deosebit faἪŁ de bacteriile lactice 

producŁtoare de EPS se datoreazŁ faptului cŁ acestora li s-a atribuit un statut de securitate ï 

GRAS (General Recognized As Safe), confirm©nd  posibilitatea folosirii acestor  

microorganisme ´n fabricarea produselor alimentare  de calitate sigurŁ [128]. De aceea, este 

relevantŁ Ἠi avantajoasŁ obἪinerea culturilor starter pe baza tulpinilor naturale autohtone din 

specia Streptococcus thermophilus producŁtoare de EPS, a cŁror utilizare ´n procesul de 

prelucrare a laptelui va contribui la pŁstrarea proprietŁἪilor naturale Ἠi benefice ale produselor 

finite, cu caracteristici biotehnologice stabile. 

SituaἪia ´n domeniului de cercetare. Cercetarea tulpinilor noi de bacterii lactice de 

perspectivŁ, izolarea, identificarea Ἠi caracterizarea lor este un subiect mereu actual ´n 

biotehnologie Ἠi ´n special ´n industria laptelui. 
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Laptele Ἠi produsele lactate fermentate sunt substraturi favorabile pentru dezvoltarea 

microorganismelor de putrefacἪie care provoacŁ deteriorarea produselor. Tot din lapte ĸi 

produsele lactate de fermentare spontanŁ pot fi izolate ĸi tulpinile de Streptococcus thermophilus, 

cea mai cunoscutŁ caracteristicŁ a cŁrora, legatŁ de proprietatea de conservare, este capacitatea 

de a produce acid lactic, care, la r©ndul sŁu, are acἪiune antimicrobianŁ. Acidularea protejeazŁ 

laptele de microorganismele dŁunŁtoare Ἠi de dezvoltarea agenἪilor patogeni. 

Bacteriile lactice din specia S. thermophilus prezintŁ interes at©t din punct de vedere 

fundamental c©t Ἠi aplicativ, fiind studiatŁ posibilitatea utilizŁrii lor ´n diverse procese 

biotehnologice. ImportanἪa industrialŁ a bacteriilor lactice la fabricarea diverselor produse lactate 

fermentate, precum Ἠi la fermentarea legumelor Ἠi a cŁrnii a iniἪiat o gamŁ largŁ de cercetŁri 

privind genetica, biochimia Ἠi biofizica acestui grup de microorganisme. Un interes deosebit ´n 

studiul bacteriilor lactice a apŁrut dupŁ descoperirea plasmidelor responsabile de proprietŁἪile 

tehnologice importante ale culturilor [94], cum ar fi metabolismul lactozei, activitatea 

proteoliticŁ, producerea bacteriocinelor, rezistenŞa la bacteriofagi Ἠ. a.  Prin urmare, este foarte 

importantŁ aplicarea  acestor metode moderne, de r©nd cu metodele clasice ale microbiologiei,  

la  realizarea etapelor de izolare Ἠi identificare a bacteriilor pentru a determina apartenenἪa lor 

specificŁ.  

Tulpinile de S. thermophilus se utilizeazŁ at©t ´n monoculturŁ - la fabricarea laptelui 

covŁsit, c©t ĸi ´n componenŞa culturilor starter mixte ï la fabricarea laptelui acru, iaurtului, 

sm©nt©nii fermentate prin tehnologie rapidŁ, laptelui acidofil, br©nzeturilor cu pasta moale Ἠi tare 

[142]. Interesul cresc©nd faἪŁ de bacteriile lactice termofile, se datoreazŁ ´n mare mŁsurŁ ĸi 

dezvoltŁrii industriei laptelui, at©t pe plan mondial, c©t Ἠi ´n Republica Moldova, prin elaborarea 

Ἠi fabricarea produselor lactate fermentate noi, fapt ce necesitŁ ´mbogŁŞirea colecŞiilor de 

microorganisme cu noi tulpini de bacterii lactice de interes biotehnologic. Conform datelor 

statistice, volumul de fabricare a produselor lactate fermentate ´n R. Moldova este ´n creἨtere: 32 

659 tone ´n anul 2015 faŞŁ de 23 934 tone ´n anul 2008 [1]. 

Astfel, mulŞi specialiĸti din industria laptelui, at©t din Şara noastrŁ, c©t ĸi de peste hotare, 

recunosc necesitatea ĸi importanŞa creŁrii culturilor starter compuse din tulpini autohtone. 

Succesul fabricŁrii produselor lactate fermentate la scara industrialŁ este direct legat de 

tehnologia de prelucrare a laptelui, de selectarea, pŁstrarea Ἠi manipularea corectŁ a culturilor 

starter, toate acestea contribuind la obἪinerea unui produs finit de calitate ´naltŁ. 

Scopul cercetŁrii expuse ´n prezenta lucrare constŁ ´n izolarea, identificarea Ἠi evaluarea 

caracteristicilor fiziologo-biochimice ĸi biotehnologice ale unor tulpini noi de S. thermophilus, 

selectate ´n vederea elaborŁrii  culturilor starter autohtone Ἠi utilizŁrii lor la fabricarea produselor 

lactate fermentate. 
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Obiectivele cercetŁrilor: 

1. Izolarea ´n culturŁ purŁ a bacteriilor lactice tipice speciei S. thermophilus din lapte Ἠi 

produsele lactate de fermentare spontanŁ  din diferite zone  ale R. Moldova; 

2. Identificarea fenotipicŁ ĸi genotipicŁ a tulpinilor izolate Ἠi evidenἪierea tulpinilor cu 

potenἪial biotehnologic ´nalt pentru industria laptelui;  

3. Stabilirea parametrilor optimi de cultivare Ἠi pŁstrare a tulpinilor producŁtoare de 

exopolizaharide din specia S. thermophilus  ́ n condiἪii industriale;  

4. Elaborarea ĸi testarea ´n condiŞii de producere a  culturilor starter autohtone ´n baza 

asociaἪiilor mixte de tulpini noi de bacterii lactice pentru fabricarea lactatelor fermentate.  

Noutatea ĸi originalitatea ĸtiinŞificŁ. Au fost propuse pentru industria produselor lactate 

tulpini noi de bacterii lactice termofile cu potenἪial biotehnologic ´nalt, izolate din lapte Ἠi 

produsele lactate de fermentare spontanŁ  din diferite zone  ale R. Moldova. Ċn baza tulpinilor 

selectate au fost elaborate culturi starter autohtone noi pentru prepararea iaurtului  ce se 

caracterizeazŁ prin activitate ´naltŁ de fermentare a laptelui. ProprietŁἪile tehnologice 

performante ale tulpinilor starter noi de Streptococcus thermophilus autohtone sunt confirmate  

prin Brevetul de invenŞie de scurtŁ duratŁ MD-865 din 2015.01.31. Ἠi  cererea de brevet de 

invenŞie de scurtŁ duratŁ (S. 2017 0090 din 07.08.2017).  A fost propus un mediu de protecŞie 

nou pentru liofilizarea culturilor de S. thermophilus.   

Problema ĸtiinŞificŁ importantŁ soluŞionatŁ ´n lucrare.   Au fost  selectate ĸi descrise 

tulpini noi de bacterii lactice din specia S. thermophilus, ceea ce a condus la elaborarea culturilor 

starter autohtone cu potenἪial biotehnologic ´nalt pentru industria de procesare a laptelui, fapt ce 

a permis eficientizarea procesului de  fabricare a produselor lactate fermentate. 

SemnificaŞia teoreticŁ constŁ ´n acumularea de date noi referitor la biodiversitatea 

tulpinilor autohtone de S. thermophilus din lapte Ἠi produsele lactate de fermentare spontanŁ  din 

diferite zone  ale R. Moldova; argumentarea  ἨtiinἪificŁ a perspectivei utilizŁrii culturilor starter 

autohtone de bacterii lactice termofile pentru prepararea iaurtului.  

Aplicarea  tehnicilor de biologie molecularŁ pentru identificarea tulpinilor studiate de S. 

thermophilus au demonstrat relevanŞa tehnicilor Rep-PCR ĸi FT-IR pentru identificarea speciilor 

de bacterii lactice din surse naturale. 

Valoarea aplicativŁ a lucrŁrii constŁ ´n elaborarea culturilor starter autohtone pentru 

fabricarea lactatelor fermentate ´n baza asociaἪiilor mixte de tulpini noi de bacterii lactice, 

depozitate ´n ColecŞia NaŞionalŁ de Microorganisme Nepatogene, precum ĸi elaborarea 

documentului tehnico-normativ ĂInstrucἪiunea TehnologicŁ IT MD 67-0041795-079:2016 

Culturi bacteriene concentrate liofilizate pentru produsele lactate fermentate. CondiŞii tehniceò.  
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Tehnologia propusŁ a fost implementatŁ ´n condiἪii de  producere ´n serii la SA ĂJLCò 

(lot experimental  de iaurt) Ἠi la  SA ĂSuccesò (lot experimental de produs de br©nzŁ). 

Aprobarea rezultatelor. Materialele expuse ´n tezŁ au fost prezentate ĸi discutate ´n 

cadrul urmŁtoarelor manifestŁri ĸtiinŞifice: Mʝʞʜʫʥʘʨʦʜʥʘʷ ʂʦʥʬʝʨʝʥʮʠʷ ʄʦʣʦʜʳʭ ʋʯʝʥʳʭ 

ɹʠʦʪʝʭʥʦʣʦʛʦʚ, ʄʦʣʝʢʫʣʷʨʥʳʭ ɹʠʦʪʝʭʥʦʣʦʛʦʚ ʠ ɺʠʨʫʩʦʣʦʛʦʚ, ʅʦʚʦʩʠʙʠʨʩʢ, ʈʦʩʩʠʷ, 2017, 

2016); The III-d International Conference of Modern Technologies in the  Food Industry 

(ChiĸinŁu, Republica Moldova, 2016); The 3rd International Conference on Microbial 

Biotechnology (ChiĸinŁu, Republica Moldova, 2016); Sibiu Alma Mater University Conference 

ĂChallenges for Science and Research in the Crisis Eraò (Sibiu, Rom©nia, 2013); Simpozionul 

ἧtiinἪific InternaἪional ĂAgricultura ModernŁ ï RealizŁri Ἠi Perspectiveò consacrat aniversŁrii de 

80 de ani de la ´nfiinἪarea UniversitŁἪii Agrare de Stat din Moldova (ChiἨinŁu, Moldova, 2013); 

International Conference ĂModern Technologies in the Food Industryò (ChiἨinŁu, Moldova, 

2012); ConferinἪa Tehnico-ἧtiinἪificŁ a Colaboratorilor, Doctoranzilor Ἠi StudenἪilor (ChiἨinŁu, 

Moldova, 2012); International Conference of Young Researchers, 9ed. (ChiἨinŁu, Moldova, 

2011), precum ĸi la Sloanele InternaŞionale de InventicŁ:  EUROINVENT (IaἨi, Rom©nia, 2018, 

2017), IV UGAL INVENT (GalaἪi, Rom©nia, 2017) ĸi INFOINVENT (ChiĸinŁu, Republica 

Moldova, 2015). Rezultatele tezei au fost discutate ĸi aprobate ´n cadrul ĸediŞei extinse a 

laboratorului Ficobiotehnologie al IMB cu participarea cercetŁtorilor ColecŞiei NaŞionale de 

Microorganisme Nepatogene ĸi ai laboratorlui Biotehnologii Alimentare al Institutului 

ķtiinŞifico-practic de HorticulturŁ ĸi Tehnologii  Alimentare din 10 noiembrie 2017 ĸi ´n cadrul 

Seminarului ķtiinŞific de profil 167.01 Biotehnologie, bionanotehnologie din 19 ianuarie 2018. 

PublicaŞii la tema tezei. Rezultatele cercetŁrilor la tema tezei de doctor sunt reflectate  ´n 

21 de lucrŁri ĸtiinŞifice, dintre care  9 articole (1- revistŁ internaἪionalŁ cotatŁ ISI Ἠi SCOPUS, 3- 

reviste recunoscute ´n strŁinŁtate, 1- revistŁ din Registrul NaἪional al revistelor de profil, 

categoria B, 4- culegeri; 3- ´n monoautorat),  10 rezumate ale comunicŁrilor ἨtiinἪifice; 1 brevet 

de invenŞie de scurtŁ duratŁ ĸi 1 cerere de brevet de invenŞie de scurtŁ duratŁ.   

Volumul Ἠi structura tezei. Teza constŁ din 4 capitole; are un volum de bazŁ de 131 

pagini; conἪine 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 ĂBACTERIILE LACTICE DIN SPECIA STREPTOCOCCUS 

THERMOPHILUS ἧI UTILIZAREA LOR ĊN INDUSTRIA LAPTELUIò include analiza 

realizŁrilor ĸtiinŞifice ´n domeniul studiului ĸi valorificŁrii practice a bacteriilor lactice, ´n special 

a speciei Streptococcus thermophilus. Prima parte a capitolului este dedicatŁ cercetŁrilor privind 

istoria taxonomicŁ Ἠi particularitŁŞile fiziologice ĸi  biotehnologice specifice bacteriilor din 

specia S. thermophilus. Sunt descrise cele mai importante proprietŁἪi cum ar fi: capacitatea de 

acidulare a laptelui, generarea texturii, prin transformarea proteinelor din lapte, producerea 

metaboliἪilor antimicrobieni Ἠi biosinteza exopolizaharidelor. Este evidenŞiat rolul acidului lactic 

Ἠi bacteriocinelor ´n calitate de conservanŞi naturali ĸi siguri ai alimentelor. O atenŞie aparte este 

acordatŁ biofilmului exopolizaharidic ´n calitate de stabilizator, care datoritŁ capacitŁŞii de legare 

a apei, contribuie la consolidarea structurii coagulului, asigur©nd o structurŁ mai finŁ ĸi o 

viscozitate mai mare concomitent cu prevenirea spargerii gelului ĸi eliminŁrii zerului.  

A doua parte a capitolului 1 este consacratŁ culturilor starter, clasificŁrii lor, utilizŁrii 

bacteriilor lactice de S. thermophilus pentru fabricarea produselor lactate fermentate Ἠi include 

multiple informaἪii despre rolul tulpinilor de S. thermophilus ´n procesul de fabricare a 

sortimentului vast de produse lactate fermentate. Capitolul se ´ncheie cu concluzii, dupŁ care este 

formulatŁ problema de cercetare, direcἪiile de rezolvare a acesteia Ἠi formulate scopul Ἠi sarcinile 

prezentei teze. 

 

Capitolul 2 ĂOBIECTELE DE STUDIU ἧI METODELE APLICATE ĊN 

CERCETAREò conἪine descrierea materialelor ĸi metodelor utilizate pentru realizarea 

cercetŁrilor.  Ċn calitate de obiecte de studiu au servit: tulpinile  autohtone de bacterii lactice din 

specia S. thermophilus care au fost izolate din habitat natural ï lapte Ἠi produsele lactate 

fermentate din diferite regiuni ale Republicii Moldova; tulpina de referinἪŁ S. thermophilus A737 

pentru cercetŁri genetice din ColecἪia CehŁ de Microorganisme (Brno, Republica CehŁ); tulpinile 

de S. thermophilus 1241 Ἠi Lactobacillus casei 4791 din colecŞia  Departamentului  de 

Microbiologie, Biologie molecularŁ Ἠi Biotehnologie al Institutului de Cercetare a Alimentelor 

din cadrul Centrului NaἪional de AgriculturŁ Ἠi Produse Alimentare din Bratislava, Slovacia; 

tulpinile tip de referinἪŁ  Escherichia coli (ATCCÈ 25922Ê) Ἠi Staphylococcus aureus (ATCCÈ 

25923Ê) oferite de cŁtre laboratorul specializat al Centrului NaἪional de SŁnŁtate PublicŁ al 

MSMPS al RM. 

Pentru realizarea lucrŁrii au fost utilizate metode clasice Ἠi moderne de izolare Ἠi 

identificare a bacteriilor lactice din specia S. thermophilus, efectuate ´n laboratorul Biotehnologii 
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alimentare din cadrul DirecŞiei ĂTehnologii Alimentareò a IP Institutul ķtiinŞifico-Practic de 

HorticulturŁ ĸi Tehnologii Alimentare (Republica Moldova). CercetŁrile de identificare 

molecularŁ a tulpinilor autohtone  izolate: spectroscopia ´n infraroĸu cu transformantŁ Fourier 

(FTIR), analiza secvenἪelor genomice repetate (Rep- PCR) au fost realizate ´n cadrul 

Departamentului de Microbiologie, Biologie MolecularŁ Ἠi Biotehnologie al Institutului de 

Cercetare a Alimentelor din cadrul Centrului NaἪional de AgriculturŁ Ἠi Produse Alimentare din 

Bratislava, Slovacia. CercetŁrile consacrate determinŁrii indicilor de calitate a culturilor starter Ἠi 

a iaurtului au fost efectuate conform metodelor standardizate stipulate ´n documentaἪia tehnico 

normativŁ (SM, GOST, ISO). 

Prelucrarea statisticŁ a datelor privind rezultatele a 3-5 repetŁri obἪinute s-a efectuat prin 

calcularea mediei, deviaἪiei standard Ἠi intervalului de ´ncredere pentru o medie. Interpretarea 

graficŁ a rezultatelor a fost efectuatŁ cu ajutorul MO Excel Ἠi SigmaPlot 11.0. 

 

Capitolul 3 ĂSELECTAREA TULPINILOR NOI DE STREPTOCOCCUS 

THERMOPHILUSò reflectŁ rezultatele cercetŁrilor efectuate privind: izolarea culturilor pure de 

bacterii lactice din specia S. thermophilus; descrierea ´nsuĸirilor culturale Ἠi morfologice ale 

tulpinilor izolate; descrierea ´nsuĸirilor  fiziologice Ἠi biochimice ale tulpinilor de S. 

thermophilus; identificarea molecularŁ a bacteriilor lactice izolate; descrierea proprietŁἪilor 

tehnologice ale tulpinilor autohtone de S. thermophilus; studiul sintezei exopolizaharidelor  de 

cŁtre tulpinile de S. thermophilus ´n condiἪii de cultivare periodicŁ.  

Pentru izolarea culturilor pure de bacterii lactice din specia S. thermophilus au fost utilizate 

probe de lapte crud Ἠi produse lactate de fermentare spontanŁ din diferite regiuni ale Republicii 

Moldova. Ċn total au fost prelevate circa 300 probe de lapte Ἠi produse lactate de fermentare 

spontanŁ din diferite regiuni ale Republicii Moldova, din care au fost obἪinute 7 izolate cu 

proprietŁἪi caracteristice speciei S. thermophilus. Studiul proprietŁἪilor culturale, morfologice Ἠi 

fiziologo-biochimice ale culturilor a demonstrat cŁ bacteriile selectate posedŁ ´nsuἨiri 

caracteristice tulpinilor de Streptococcus thermophilus: nu produc catalaza, rezistŁ la 

temperatura de 60 ÁC timp de 30 min, nu cresc pe mediu cu 4% NaCl, dar se dezvoltŁ la 

concentraἪia de 2% de clorurŁ de sodiu, nu sunt rezistente la 0,1% albastru metilen Ἠi ´n mediul 

cu pH 9,2,  au vitezŁ ´naltŁ de acidifiere a laptelui timp de 6 ore. 

Statutul taxonomic ĸi variabilitatea intraspecificŁ ale celor 5 tulpini de S. thermophilus  

selectate au fost verificate prin aplicarea urmŁtoarelor tehnici:  amplificarea fragmentelor ADNr 

16S cu utilizarea reacἪiei de polimerizare ´n lanἪ (PCR- Polimerase Chaine Reaction) folosind 

primeri specifici;  amplificarea secvenŞelor repetitive la nivelul ADN cromozomial prin tehnica 

Rep-PCR, spectroscopia ´n infraroἨu cu transformantŁ Fourier (FTIR). Tulpinile de bacterii 
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lactice, selectate Ἠi identificate anterior prin metode fenotipice ca aparŞin©nd speciei S. 

thermophilus, ĸi-au confirmŁ acest statut taxonomic Ἠi dupŁ efectuarea analizei secvenŞei genei 

ADNr 16S, rezultatele suger©nd cŁ tehnica datŁ este relevantŁ pentru identificarea speciilor de 

bacterii lactice din surse naturale. AceiaἨi concluzie este valabilŁ Ἠi pentru aplicarea Rep- PCR, 

confirm©ndu-se capacitatea secvenŞelor genomice repetate de a diferenŞia tulpinile de bacterii 

lactice.  

Ċn rezultatul cercetŁrilor proprietŁἪilor tehnologice ale bacteriilor lactice selectate s-au 

evidenἪiat 2 tulpini producŁtoare de exopolizaharide (EPS) Ἠi s-au stabilit parametrii 

biotehnologici optimi pentru culturile de bacterii lactice producŁtoare de EPS, care Ἠi ´n condiἪii 

industriale produc cantitŁἪi suficiente de EPS pentru ´nbunŁtŁἪirea calitŁἪii produselor lactate, 

ceea ce permite excluderea substanἪelor stabilizatoare din procesul tehnologic. 

 

Capitolul 4 ĂAPLICAREA TULPINILOR SELECTATE DE STREPTOCOCCUS 

THERMOPHILUS ĊN COMPOZIἩIA CULTURILOR STARTERò este consacrat elaborŁrii 

culturilor starter multiple pe baza asociaἪiilor tulpinilor selectate Ἠi utilizŁrii lor la fabricarea 

loturilor experimentale de iaurt. Ċn  acest scop, au fost parcurse urmŁtoarele etape: optimizarea 

mediului de protecἪie pentru liofilizarea tulpinilor de S. thermophilus; elaborarea asociaἪiilor 

simbiotice de bacterii lactice termofile autohtone pentru fabricarea iaurtului; includerea culturilor 

starter elaborate ´n procesul tehnologic de fabricare a iaurtului; determinarea termenului de 

valabilitate a iaurtului fermentat cu aplicarea culturilor starter autohtone; studiul fezabilitŁἪii 

economice a utilizŁrii culturilor starter autohtone ´n procesul tehnologic de preparare a 

produselor lactate fermentate. 

Prin aplicarea metodei matematice de planificare a experienἪelor multifactoriale, a fost  

determinatŁ componenἪa optimŁ a mediului protector pentru liofilizarea culturilor de bacterii 

lactice din specia S. thermophilus. Raportul optim al crioprotectorilor permeabili Ἠi celor 

impermeabili ´n componenἪa mediului dat contribuie la pŁstrarea viabilitŁἪii Ἠi proprietŁἪilor 

biotehnologice ale culturilor. Culturile liofilizate ´n mediul protector optimizat revin la indicii 

productivi iniἪiali dupŁ 3 pasaje succesive pe mediul cu lapte degresat. 

Pentru a valorifica potenἪialul biotehnologic al tulpinilor selectate, ele au fost incluse ´n 

asociaἪii simbiotice de  bacterii lactice  prin asocierea speciilor S. thermophilus Ἠi Lb. bulgaricus 

´n culturile starter pentru fabricarea iaurtului.  CercetŁrile au permis selectarea a 3 culturi starter 

multiple cu potenἪial ´nalt de utilizare la fabricarea produselor lactate fermentate (YO1, YO2 Ἠi 

YO3) .  

Ċn condiἪiile industriale ale Concernului ĂJLC GROUPò din mun. ChiἨinŁu,  a fost fabricat 

un lot de iaurt, folosind culturile starter elaborate. CercetŁrile au stabilit cŁ utilizarea culturilor 
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starter multiple  contribuie la sporirea viscozitŁἪii Ἠi caracteristicilor tixotrope ale  iaurtului cu 

conἪinut diferit de grŁsime. Studiul microstructurii iaurtului fabricat denotŁ, cŁ EPS contribuie la 

legarea apei din produs Ἠi ´n special pentru produsele lactate degresate.  

Rezultatele cercetŁrilor au contribuit la elaborarea tehnologiei de fabricare a culturilor 

starter pentru producerea lactatelor fermentate Ἠi a documentului tehnico-normativ InstrucἪinea 

TehnologicŁ IT MD 67-0041795-079:2016 (´n corspundere cu Standardul Moldovenesc SM 

306:2012 ĂCulturi bacteriene concentrate liofilizate pentru produse lactate fermentate. CondiŞii 

tehniceò. 

Efectul economic rezultat din implementarea ´n circuitul economic al acestei tehnologii,  

ar putea fi exprimat prin costul de 6 ori mai mic al unui flacon de culturŁ starter autohtonŁ,  ´n 

comparaŞie cu costul culturilor starter provenite din import.  

 

Compartimentul ĂCONCLUZII GENERALE ķI RECOMANDŀRIò reflectŁ analiza 

rezultatelor obἪinute formulate succint ´n concluziile generale Ἠi exprimŁ valoarea practicŁ a 

lucrŁrii prin recomandŁrile ´naintate. 

 

Compartimentul ĂBIBLIOGRAFI Eò cuprinde cele 169 surse citate ´n tezŁ. 

 

Compartimentul ĂANEXEò conἪine Certificatul de stagiu doctoral la Food Research 

Institute, Slovacia; adeverinἪele de depozitare ale tulpinilor autohtone noi de Streptococcus 

thermophilus; procesele verbale de producere a culturilor bacteriene  autohtone liofilizate; copia 

foii de titlu la ĂInstrucἪiunea TehnologicŁ 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 conἪinut de culturi 

starter din tulpini autohtone de S. thermophilus; actele de implementare a culturilor starter ´n 

cadrul concernului SA JLC-Group (ChiἨinŁu, R. Moldova) din 15.09.2015  ĸi a tehnologiei de 

fabricare a produsului de br©nzŁ semitare cu grŁsimi vegetale eliberat de SA SUCCES (R©Ἠcani, 

R. Moldova) la 27.04.2006; copiile  titlului  de brevet de invenἪie, a cererii de brevet ĸi a 

diplomelor de ´nsoἪire a medaliilor, obἪinute la saloanele internaἪionale de inovaἪii. 
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1. BACTERIILE LACTICE DIN SPECIA STREPTOCOCCUS THERMOPHILUS ἧI 

UTILIZAREA LOR ĊN INDUSTRIA LAPTELUI 

 

Studiul bacteriilor lactice, izolarea, identificarea Ἠi caracterizarea lor este un subiect mereu 

actual pentru biotehnologie, Ἠi ´n special pentru industria produselor lactate. 

Produsele lactate fermentate au apŁrut ´n alimentaἪia omului circa 8-10 mii de ani ´n urmŁ, 

´nsŁ cu toate acestea, p©nŁ la ´nceputul secolului XX procesul de fermentare a laptelui a avut un 

caracter spontan. Descoperirea Ἠi caracterizarea bacteriilor lactice a schimbat viziunile asupra  

procesului de fermentare a laptelui. RealizŁrile din ultimii 60 de ani ´n domeniul biochimiei Ἠi 

fiziologiei bacteriilor lactice au permis de a selecta cele mai valoroase culturi starter pentru 

utilizarea lor industrialŁ Ἠi obἪinerea produselor lactate de calitate ĸi siguranἪŁ garantatŁ, ceea ce 

a permis ´nlocuirea completŁ a maielelor bacteriene lichide utilizate anterior. Identificarea 

bacteriilor lactice poate fi efectuatŁ prin studierea caracteristicilor fenotipice Ἠi genotipice, 

utiliz©ndu-se metode clasice Ἠi moderne ale sistematicii pentru stabilirea taxonilor Ἠi clasificarea 

lor, la fel Ἠi prin utilizarea taxonomiei polifazice, adicŁ definirea taxonilor pe baza informaŞiilor 

obŞinute din diverse subdomenii, reunind astfel at©t date fenotipice, c©t ĸi date de nivel molecular 

[43]. 

Identificarea bacteriilor prin metode clasice se bazeazŁ pe o serie de cercetŁri morfologice, 

structurale, fiziologice ĸi biochimice: forma ĸi mŁrimea celulei, morfologia coloniilor, produĸii 

de fermentaŞie, intervalul de temperaturŁ Ἠi pH-ul optim de dezvoltare, toleranŞa osmoticŁ, modul 

de respiraŞie, sensibilitatea la o serie de inhibitori metabolici ĸi mai ales la antibiotice. 

Identificarea geneticŁ este avantajoasŁ comparativ cu cea fenotipicŁ clasicŁ, dar nu o poate 

´nlocui definitiv. RealizŁrile identificŁrii polifazice au demonstrat cŁ utilizarea tuturor datelor 

posibile obἪinute 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 constŁ ´n 

selectarea de specii Ἠi tulpini bacteriene corespunzŁtoare cerinἪelor ´naintate de diverse 

tehnologii de prelucrare a laptelui prin fermentare [154] . 

Bacteriile lactice reprezintŁ o grupŁ largŁ de microorganisme, care au proprietŁἪi fenotipice 

similare exprimate prin urmŁtoarele caracteristici: bacterii Gram pozitive, imobile, nu formeazŁ 

spori, facultativ anaerobe, principalul produs al fermentŁrii carbohidraἪilor fiind acidul lactic 

[109]. 

Bacteriile lactice sunt utilizate ´n diverse tehnologii de fabricare a produselor lactate 

(br©nzŁ proaspŁtŁ, sm©nt©nŁ Ἠi lapte fermentat), rolul lor ´n aceste produse fiind complex Ἠi 
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divers: acidularea, care permite coagularea laptelui Ἠi reduce riscul de dezvoltare a microbiotei 

nedorite; formarea compuἨilor aromatici, care asigurŁ calitatea organolepticŁ a produselor lactate 

Ἠi producerea agenἪilor de ´ngroἨare, care amelioreazŁ proprietŁἪile reologice ale laptelui 

fermentat [155]. 

Intrarea formalŁ a streptococilor ´n istoria microbiologiei a avut loc ´n anul 1879, c©nd 

Louis Pasteur a izolat aceste microorganisme. O descriere detaliatŁ a genului Streptococcus a 

fost propusŁ ´n anul 1884 de patologul german Rosenbach F.J. [69]. Ċn anul 1903 Schottm¿ller 

H. face primele ´ncercŁri pentru diferenἪierea reprezentanἪilor genului Streptococcus dupŁ 

aspectul coloniilor pe mediul gelozŁ-s©nge - ´n tulpini ɓ-hemolitice Ἠi nehemolitice [67]. P©nŁ ´n 

anul 1933 pentru identificarea streptococilor s-a utilizat doar analiza activitŁἪii fermentative. Iar 

´n 1933 Lancefield R. a propus o metodŁ de depistare a grupei specifice de antigene, ce 

interacἪioneazŁ cu tulpinile ɓ-hemolitice [84]. Ċn anul 1937 Sherman J. a prezentat schema 

divizŁrii streptococilor ´n patru grupuri dupŁ reacἪia hemoliticŁ, antigenele de suprafaἪŁ Ἠi 

caracteristicile fenotipice [133]. Unul dintre cele patru grupuri a inclus streptococii lactici - 

bacterii nepatogene pentru organismul uman, utilizate ´n industria laptelui. Streptococii lactici s-

au manifestat ca tulpini nehemolitice, incapabile sŁ creascŁ la temperatura 10ÁC Ἠi capabile sŁ se 

dezvolte la 45ÁC, nerezistente ´n mediul cu concentraἪia 6,5% NaCl. 

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

prezentatŁ ´n Figura 1.1. 

 

Fig. 1.1. Morfologia celularŁ a S. thermophilus ́ n microscopia de scanare elecronicŁ [112] 

Statutul taxonomic al S. thermophilus a fluctuat ´ncep©nd cu anii 80 al sec. XX datoritŁ 

relaἪiei str©nse dintre aceste microorganisme cu Streptococcus salivarius Ἠi, drept urmare, a fost 

clasificat ca subspecie Streptococcus salivarius subsp. thermophilus. ĊnsŁ S. salivarius nu se 

dezvoltŁ ´n mediul de lapte ´n prezenἪa Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus Ἠi nu este 

adecvat pentru fabricarea iaurtului [35]. Ċn anul 1991 Schleifer a propus revenirea la statutul 

separat al speciei Streptococcus thermophilus ´n baza criteriilor genetice Ἠi fenotipice [133].  
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ParticularitŁŞile specifice ale bacteriilor lactice din specia S. thermophilus: 

Procesul de fermentare a laptelui este bazat pe activitatea bacteriilor lactice, care joacŁ un 

rol esenἪial ´n transformarea laptelui ´n produse lactate fermentate. Au fost determinate unele 

caracteristici specifice fiecŁrei tulpini selectate individual care se utilizeazŁ ´n fabricarea 

produselor lactate fermentate. Cele mai importante proprietŁἪi ale bacteriilor lactice sunt 

capacitatea de acidulare a laptelui Ἠi  generarea aromei Ἠi texturii prin transformarea proteinelor 

din lapte [79, 98]. Bacteriile lactice, de asemenea, produc metaboliἪi antimicrobieni specifici 

numiἪi bacteriocine [83]. Acidul lactic Ἠi bacteriocinele au un mare potenἪial de utilizare ´n 

conservarea alimentelor, fiind consideraἪi conservanἪi naturali Ἠi siguri. 

Metabolismul lactozei 

Una dintre cele mai importante proprietŁἪi ale speciilor de bacterii lactice constŁ ´n 

capacitatea de a fermenta dizaharidul prezent ´n lapte ï lactoza cu formarea acidului lactic, ´n 

cazul speciei S. thermophilus pe cale de fermentare homofermentativŁ. 

Bioconversia lactozei ´n acid lactic, prin acἪiunea bacteriilor lactice, reprezintŁ procesul 

metabolic care iniŞiazŁ ĸirul de transformŁri biochimice ´n fabricarea produselor lactate 

fermentate.  

La selectarea tulpinilor pentru fermentarea produselor alimentare este important sŁ se ἪinŁ 

cont de proprietŁἪile de formare a acidului lactic. 

Pentru a fi fermentatŁ, lactoza este transportatŁ, ca atare, ´n celulele bacteriilor lactice prin 

douŁ modalitŁŞi: 

- difuzie facilitatŁ, care se realizeazŁ ca urmare a prezenŞei ´n biomembrane a unor proteine 

receptoare de tip permeaze, localizate la nivelul plasmalemei sau ´n spaŞiul periplasmic; 

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

enolpiruvat. 

Bacteriile lactice termofile din specia S. thermophilus utilizeazŁ sisteme permeazice 

specializate pentru asimilarea lactozei, ce se deplaseazŁ intracelular cu ajutorul proteinei de 

transport numitŁ LacS Ἠi care apoi este hidrolizatŁ pentru a produce glucozŁ ĸi galactozŁ, prin 

acἪiunea enzimei Ç-galactozidaza. Glucoza este metabolizatŁ pe calea glicoliticŁ Embden-

Meyerhof-Parnas (Figura 1.2), p©nŁ la formarea acidului piruvic, apoi, fiind lipsitŁ de enzima 

piruvat decarboxilazŁ, reduce acidul piruvic, obŞin©ndu-se acidul lactic sub acἪiunea a douŁ 

lactatdehidrogenaze care necesitŁ NAD/NADH ´n calitate de coenzimŁ.  

La insuficienἪŁ de lactozŁ, totuἨi, unele tulpini pot transforma galactoza intracelular sau 

extracelular pe calea metabolicŁ Leloir. 

Incapacitatea multor tulpini de S. thermophilus de a utiliza galactozŁ nu se datoreazŁ 

absenἪei genelor relevante pentru sinteza enzimelor cŁii Leloir, deoarece aceste gene sunt 
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prezente Ἠi conservate ´n majoritatea tulpinilor. Ċn general, fenotipul principal se datoreazŁ 

expresiei slabe a acestor gene, ´n mod specific la nivelul transcripἪiei ARNm Ἠi al translaἪiei. 

 

 

Fig. 1.2. Calea metabolicŁ a catabolismului lactozei Ἠi a biosintezei exopolizaharidelor la                     

S. thermophilus [61] 

Ċn rezultatul activitŁἪii microorganismelor dupŁ 3-4 ore aciditatea laptelui se micἨoreazŁ la 

1,0-1,2 g de acid lactic per 100 ml
 
(pH 4,2-4,3)  La aceastŁ aciditate proteinele laptelui se 

coaguleazŁ, form©nd coagul ferm [86, 100]. 

Acumularea acidului lactic induce consecinŞe tehnologice deosebite, at©t pentru procesarea 

materiei prime, c©t ĸi pentru definirea caracteristicilor nutritive, senzoriale ĸi stabilitatea 

microbiologicŁ a produsului finit, care se concretizeazŁ prin stimularea activitŁŞii metabolice a 

microorganismelor utile ĸi efectul sŁu de conservant biologic.  
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Randamentul de producere a acidului lactic reprezintŁ principalul indicator al activitŁŞii 

culturilor starter. Acest indicator este dependent, ´n primul r©nd, de proprietŁŞile biotehnologice 

ale culturii starter, dar ĸi de condiŞiile fizico-chimice ĸi biologice ´n care aceasta trebuie sŁ 

acŞioneze. 

Cinetica procesului de acidulare depinde de viteza specificŁ de creĸtere a tulpinilor 

bacteriene ĸi de caracteristicile nutriŞionale ale substratului. Se cunosc bacterii lactice care induc 

rapid fermentaŞia, ´n timp ce la altele fermentaŞia demareazŁ mai greu. 

Curbele cinetice de multiplicare ĸi de formare a acidului lactic ´n primele faze ale ciclului 

vital la majoritatea bacteriilor lactice sunt similare. ĊnsŁ, dupŁ un anumit timp, ´ncep sŁ difere, 

probabil datoritŁ acumulŁrii ´n mediu a acidului lactic cu efect inhibitor asupra activitŁŞii 

fiziologice a celulelor [61]. 

Se considerŁ cŁ acest comportament este rezultatul sensibilitŁŞii celulelor bacteriene la 

stresul provocat de modificŁrile din mediu pe parcursul glicolizei, de exemplu modificarea 

drasticŁ a pH-ului. Ċn unele cazuri, celulele transformŁ substanŞele toxice ´n substanŞe neutre. De 

exemplu, sunt capabile sŁ transforme excesul de acid piruvic, care este toxic ´n diacetil ĸi 

acetonŁ. Ċn acelaĸi mod, ´n cursul fermentaŞiei lactice, eliminarea acidului lactic din celulŁ este 

reglatŁ de raportul H+/lactat, dependent de pH ĸi de diferenŞa de potenŞial electrochimic al 

protonilor, concentraἪia cŁrora este mai mare la exterior. Dezvoltarea bacteriilor lactice depinde, 

de asemenea, de disponibilitatea nutrienŞilor esenŞiali limitativi, cum sunt unii aminoacizi [61]. 

Laptele Ἠi produsele lactate fermentate sunt substraturi favorabile pentru creἨterea 

microorganismelor de putrefacἪie care provoacŁ deteriorarea produselor. Cea mai cunoscutŁ 

caracteristicŁ a speciei S. thermophilus legatŁ de proprietatea de conservare este capacitatea de a 

produce acid, care, la r©ndul sŁu, are acἪiune antimicrobianŁ. Acidularea protejeazŁ laptele de 

microorganismele dŁunŁtoare Ἠi de dezvoltarea agenἪilor patogeni. 

S. thermophilus, fiind un producŁtor activ al acidului lactic, realizeazŁ rapid procesul de 

fermentare, ´n plus temperatura de creἨtere optimalŁ a acestei specii este ´n limitele 37-45 ÁC, 

temperaturŁ necesarŁ pentru unele tehnologii de fabricare a produselor lactate. De regulŁ, pH-ul 

final al iaurtului Ἠi al altor produse lactate fermentate, fabricate cu ajutorul speciei date este de 

4,0-4,5 [16], ceea ce se considerŁ normal. Cantitatea de acid acumulat ´n produs, ce corespunde 

valorilor pH 4,0-4,5, trebuie sŁ inhibe dezvoltarea microflorei strŁine [136]. Este de nedorit ca 

pH-ul produsului sŁ se micἨoreze p©nŁ la valori mai mici de 4,0, deoarece acest lucru poate 

afecta microorganismele benefice din produsul finit. De asemenea, acidularea prea puternicŁ 

reduce cantitatea de microorganisme viabile [75], Ἠi micἨoreazŁ astfel beneficiul produsului 

asupra sŁnŁtŁἪii.  
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DeἨi cea mai mare parte a tulpinilor probiotice supravieἪuieἨte chiar la hiperaciditate, la 

selectarea acestor tulpini bacteriene se Ἢine cont de rezistenἪa lor la valorile foarte scŁzute ale pH-

ului, caracteristice tractului gastro-intestinal uman [68]. SiguranἪa bacteriilor lactice din punct de 

vedere al rezistenἪei la acizi este necesarŁ Ἠi pentru obἪinerea unui produs de calitate.  Principalul 

mecanism de adaptare a celulelor bacteriilor lactice la mediul acid este funcἪionarea pompelor de 

protoni (ATF-aza care catalizeazŁ hidroliza adenozintrifosfat ́ n adenazindifosfat).  Cheltuielile 

energetice pentru transferul de protoni Ἠi acumulŁri de anioni ai acizilor organici la bacteriile 

lactice sunt mai mici dec©t la alte bacterii, care, probabil, este unul dintre avantajele acestui grup 

de bacterii in procesul de fermentare a laptelui. RezistenἪa la medii acide depinde Ἠi de 

decarboxilarea aminoacizilor ´n procesul de creἨtere, care duce la absorbἪia biochimicŁ a 

protonilor. Cu toate acestea, contribuἪia acestui proces ´n reglarea pH-ului intracelular este 

neesenἪialŁ [145]. 

Au fost efectuate studii privind menἪinerea vitalitŁἪii  speciilor de bacterii S. thermophilus 

´n timpul trecerii prin tractul gastro-intestinal al omului Ἠi a altor mamifere [73]. S-a constatat cŁ 

cea mai mare parte a celulelor de S. thermophilus se eliminŁ din intestin, rŁm©n©nd doar  1,2-

2,2% din celule viabile consumate. Aceste valori sunt mai mari dec©t era de aἨteptat Ἠi indicŁ cŁ 

bacteriile lactice rezistŁ la acἪiunea factorilor nefavorabili [97]. 

Activitatea proteoliticŁ 

Primele studii consacrate activitŁἪii proteolitice a bacteriilor lactice au fost efectuate de 

Orla-Jensen ´n anul 1900 [131]. 

Spre deosebire de descompunerea totalŁ a proteinelor din lapte sub influenἪa microflorei 

patogene, bacteriile lactice realizeazŁ mai delicat proteoliza specificŁ, ´mbogŁἪind produsul cu 

aminoacizi valoroἨi, ce duce la creἨterea valorii sale biologice. Hidroliza cazeinei din lapte sub 

acἪiunea bacteriilor lactice ´ncepe imediat ´n primele ore Ἠi zile de cultivare [133]. 

Majoritatea bacteriilor lactice posedŁ un echipament proteolitic complex alcŁtuit din 

proteinaze ĸi peptidaze. AceastŁ proprietate este extrem de beneficŁ, deoarece bacteriile lactice 

prezintŁ auxotrofie faŞŁ de principalii aminoacizi necesari dezvoltŁrii lor, iar concentraŞia micŁ 

de aminoacizii liberi ´n lapte (10 mgĿ100 mL
-1

) constituie doar 20% din necesitŁἪi pentru 

activitatea optimŁ a acestora. Ca rŁspuns la aceastŁ limitare, bacteriile lactice au dezvoltat un 

sistem complex de proteinaze Ἠi peptidaze, care le permite sŁ utilizeze cazeina ca sursŁ 

suplimentarŁ de azot organic [161]. 

Produsele de proteolizŁ a culturilor de S. thermophilus sunt arginina, histidina, leucina, 

fenilalanina [90, 100]. ConcentraἪiile aminoacizilor esenἪiali din lapte ï acidul glutamic Ἠi 

metionina constituie 45 mgĿL
-1

 Ἠi 1 mgĿL
-1

 respectiv [81], ceea ce este mult mai inferior 

necesitŁἪilor  S. thermophilus -  200 mgĿL
-1 
Ἠi 60 mgĿL

-1
, respectiv [88]. 
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Ċn prezent, aplicarea tulpinilor de bacterii lactice proteolitice este consideratŁ o strategie 

eficientŁ pentru producerea unor alimente funcἪionale noi, bogate ´n peptide bioactive [76].  

Ċn baza datelor din sursele de specialitate se Ἠtie, cŁ culturile multiple de bacterii lactice au 

acἪiune proteoliticŁ mai mare dec©t o tulpinŁ individualŁ [158]. La fabricarea produselor lactate 

fermentate de obicei se foloseἨte o combinaἪie de diferite specii Ἠi tulpini de bacterii lactice. 

ProprietŁἪile simbiotice ale microorganismelor sunt bazate pe asigurarea reciprocŁ cu 

aminoacizi Ἠi vitamine. De exemplu, cultura Lactobacillus bulgaricus, form©nd aminoacizii: 

valina, glicina, histidina, stimuleazŁ dezvoltarea culturii S. thermophilus. La r©ndul sŁu arginina, 

histidina, leucina, fenilalanina sunt aminoacizi obἪinuἪi ´n urma proteolizei realizate de tulpinile 

de  S. thermophilus [168]. 

La pŁstrarea produselor lactate fermentate, cum ar fi bunŁoarŁ sm©nt©na fermentatŁ sau 

iaurtul, activitatea proteoliticŁ a culturilor utilizate la fabricare trebuie sŁ fie slabŁ sau nulŁ, 

pentru prevenirea mirosului Ἠi gustului amar [158], pe c©nd pentru fabricarea chefirului, 

airanului sau a cum©sului se folosesc culturi cu activitate proteolotica ´naltŁ [164]. 

Biosinteza exopolizaharidelor de cŁtre bacteriile lactice 

In ultimii ani o atenἪie deosebitŁ se acordŁ selectŁrii culturilor starter de bacterii lactice 

producŁtoare de exopolizaharide (EPS), care pot fi nu numai o sursŁ alternativŁ naturalŁ de 

aditivi alimentari, ce ´mbunŁtŁἪesc parametrii reologici ai produselor lactate fermentate, dar Ἠi 

factori importanἪi ce contribuie la adeziunea microorganismelor probiotice la pereἪii intestinali 

[38]. 

Exopolizaharidele joacŁ un rol important ´n fabricarea produselor lactate (iaurtul, sm©nt©na 

fermentatŁ, br©nza),  ´mbunŁtŁἪind semnificativ textura Ἠi stabilitatea produsului final, ceea ce 

mŁreἨte Ἠi termenul de valabilitate. Cu ajutorul culturilor producŁtoare de EPS se reduce sinereza 

(separarea zerului) iaurtului Ἠi a sm©nt©nii fermentate [45]. EPS-le dispun de molecule hidrofile 

ce leagŁ apa liberŁ, ceea ce face produsul final mai puἪin sensibil la sinerezŁ [74]. 

Majoritatea EPS-lor bacteriene sunt sintetizate intracelular Ἠi transportate ´n mediul 

extracelular [118]. ExistŁ c©teva excepἪii cunoscute, de exemplu, levanul Ἠi dextranul, a cŁror 

sintezŁ Ἠi polimerizare au loc ´n mediul extracelular sub acἪiunea enzimelor corespunzŁtoare 

[120]. 

Biosinteza EPS-lor bacteriene constŁ din urmŁtoarele etape: absorbἪia substratului, calea 

centralŁ a metabolitului Ἠi sinteza polizaharidelor (Figura 1.3).  
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Fig. 1.3. CŁile de biosintezŁ a EPS-lor la bacterii [71] 

Ċn funcἪie de tipul substratului, acesta poate fi preluat de celulŁ fie printr-un sistem de 

transport pasiv, fie printr-un sistem de transport activ (figura 1.3a), dupŁ ce se catabolizeazŁ prin 

fosforilare intracelularŁ sau poate fi transportat Ἠi oxidat pe cale periplasmaticŁ oxidativŁ directŁ. 

Calea oxidativŁ periplasmicŁ existŁ numai la anumite bacterii, ´n timp ce calea fosforilativŁ 

intracelularŁ este omniprezentŁ la bacterii. Ambele sisteme au fost aplicate la mai multe tulpini 

producŁtoare de EPS Ἠi pot funcἪiona simultan ´n cazul existenἪei substratului [111]. 

Ċn citoplasmŁ, substratul este catabolizat prin glicolizŁ (figura 1.3b) Ἠi metaboliἪii primari 

formaἪi sunt utilizaἪi ca precursori pentru sinteza biomoleculelor mici (de exemplu, aminoacizi 

sau monozaharide). Sinteza polizaharidelor necesitŁ biosinteza precursorilor activi care sunt 

monozaharide bogate ´n energie, ´n special zaharuri nucleozidice difosfate (NDP-zaharuri), ce 

sunt derivate din zaharuri fosforilate (figura 1.3c). 
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SecreἪia EPS-lor este un proces dificil pentru bacterii ´n care polimerii hidrofili cu greutate 

molecularŁ mare, asamblaἪi ´n citoplasmŁ, trebuie sŁ traverseze peretele celular, fŁrŁ a-i 

compromite critic proprietŁἪile de barierŁ. Ċn pofida diversitŁἪii mari a structurilor moleculare ale 

EPS-lor, cŁile de biosintezŁ Ἠi de export  urmeazŁ unul din cele douŁ mecanisme: calea 

dependentŁ de Wzx-Wzy, ´n care polimerul ï unitatea repetatŁ este asamblat pe suprafaἪa 

interioarŁ a membranei citoplasmatice Ἠi polimerizatŁ ´n periplasmŁ Ἠi calea dependentŁ de 

transportatorul ABC, ´n care polimerizarea are loc pe suprafaἪa citoplasmaticŁ a membranei 

interioare (figura 1.3d) [57]. 

Exopolizaharidele bacteriilor lactice pot fi clasificate ´n douŁ grupe: homopolizaharide ĸi 

heteropolizaharide [15]. 

Homopolizaharidele cuprind mai multe grupe de compuĸi dintre care cei mai importanŞi 

sunt Ŭ-D-1,6-glucanii (de exemplu dextranul) produĸi de Leuconostoc mesenteroides ssp. 

mesenteroides ĸi Leuconostoc mesenteroides ssp. dextranicum; ɓ-D-glucanii ce conŞin resturi de 

glucozŁ legate ɓ-1,2-, ɓ-1,3- ĸi ɓ-1,6-monoglicozidic ´n catene lineare periodice sau ramificate, 

fiind produĸi de specii de Pediococccus, Streptococcus ĸi Sclerotium.   

Heteropolizaharidele sunt mai numeroase (circa 260 de structuri diferite). Aproape fŁrŁ 

excepŞie, acestea sunt biopolimeri ramificaŞi, constituiŞi dintr-o catenŁ principalŁ tipicŁ de 

(poliozŁ de tip glucan, manan, galactan, fructozan sau cu unitŁŞi periodice mixte de 

galactomanan, glucomanan etc.) Sunt sintetizate de diverse bacterii mezofile, cum ar fi 

Lactococcus lactis ssp. lactis, Lactococcus lactis ssp. cremoris, Lactobacillus casei, 

Lactobacillus rhamnosus ĸi bacterii termofile, cum sunt de exemplu Lactobacillus acidophilus, 

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, Streptococcus thermophilus ĸi Lactobacillus 

helveticus [85]. 

Exopolizaharidele bacteriilor lactice sunt formate din unitŁŞi repetitive ce conŞin grupŁri de 

manozŁ ĸi/sau ɓ-monoglicozidice cu unitŁŞi monomere identice sau diferite [85]. 

Heteropolizaharidele  conἪin obligatoriu D-galactoza, D-glucoza ĸi L-ramnoza. La unele tulpini 

de Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus helveticus ĸi S. thermophilus ramnoza lipseἨte, iar 

EPS-le izolate din bacterii lactice mezofile ĸi termofile sunt compuse din galactozŁ ĸi glucozŁ ´n 

proporŞie de 2:1. La S. termophilus s-au identificat douŁ heteropolizaharide cu aceiaĸi compoziŞie 

de monomeri (D-galactozŁ ĸi D-glucozŁ ´n raport molar 4:1), dar cu mase moleculare diferite, 

ceea ce  influenἪeazŁ viscozitatea soluŞiilor [46]. 

S-a demonstrat cŁ numŁrul de EPS sintetizate depinde de tulpinŁ Ἠi proprietŁἪile ei 

specifice, precum Ἠi de condiἪiile de cultivare. Cu toate acestea, p©nŁ ´n prezent nu existŁ o 

opinie ἨtiinἪificŁ comunŁ despre influenἪa compoziἪiei mediului nutritiv asupra sintezei EPS-lor 

de cŁtre bacteriile lactice. Tulpina S. thermophilus LY03 sintetizeazŁ doua tipuri de EPS 
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concomitent, proporἪia lor fiind strict dependentŁ de raportul de carbon-azot ´n mediul de 

cultivare [61]. Ċn general, randamentul EPS la majoritatea tulpinilor S. thermophilus variazŁ de la 

0,2 mgĿ100mL
-1

 la 60 mgĿ100mLs
-1

 ´n mediu pe bazŁ de lapte ´n condiἪii optime ĸi capacitatea 

de sintezŁ a EPS este individualŁ pentru fiecare tulpinŁ a aceleiaĸi grupe taxonomice [124]. 

Davy ĸi OôToole au studiat ́ n detalii capacitatea diferitor microorganisme de a produce 

EPS ´n funcἪie de pH-ul mediului de cultivare, temperaturŁ ĸi activitatea apei. ToἪi aceἨti factori 

influenἪeazŁ fixarea EPS-lor la matricea biofilmului, care, fie rŁm©ne str©ns ataĸat de celulŁ, fie 

apare liber ´n mediul fermentativ (cazul xanthanului ĸi scleroglucanilor) [60]. 

Biofilmul EPS-lor acŞioneazŁ ca un stabilizator contribuind la consolidarea structurii 

coagulului, asigur©nd ĸi o structurŁ mai finŁ, o viscozitate mai mare, concomitent cu prevenirea 

spargerii gelului ĸi eliminarea zerului. Acest efect se datoreazŁ creĸterii capacitŁŞii de legare a 

apei. Dar producerea excesivŁ a EPS-lor poate influenŞa negativ asupra consistenŞei produselor 

lactate fermentate. Nu numai cantitatea de EPS dar ĸi tipul monomerului din structura acestora 

influenŞeazŁ viscozitatea. ĊnsŁ este dificil de stabilit o corelaŞie str©nsŁ dintre cantitatea de 

polizaharide produse ĸi viscozitate [60].  

Ayala-Hernandez Ἠ. a. considerŁ cŁ EPS-le bacteriilor lactice, av©nd sarcinŁ negativŁ, pot 

influenŞa agregarea proteinelor ĸi ´n consecinŞŁ proprietŁŞile fizice ale gelului ĸi ale produsului 

final dupŁ agitare. Tipul culturii bacteriene influenŞeazŁ, de asemenea, permeabilitatea gelurilor, 

o permeabilitate mai redusŁ fiind constatatŁ ´n cazul culturilor filante, EPS-le av©nd o contribuŞie 

la acest efect. Cantitativ, permeabilitatea ĸi viscozitatea aparentŁ a gelurilor supuse omogenizŁrii 

par a fi ´ntr-o relaŞie inversŁ [39]. 

ConcentraŞia de polizaharide ĸi compoziŞia acestora sunt influenŞate de condiŞiile de 

dezvoltare ĸi tipul tulpinii bacteriene. Ċntruc©t tulpina dezvoltatŁ pe glucozŁ produce o cantitate 

mai mare de EPS dec©t pe substrat de fructozŁ, se poate considera cŁ viteza de multiplicare, 

respectiv concentraŞia de celule producŁtoare de EPS, depinde de natura carbohidratului [60].  

Zehra Nur Yuksekdag Ἠ. a. au ajuns la concluzia cŁ pentru aceeaĸi tulpinŁ de bacterii 

lactice, sursa de carbohidraŞi influenŞeazŁ creĸterea, dar nu ĸi compoziŞia EPS-lor, cel puŞin 

pentru zaharurile obiĸnuite [125].  

Culturile starter producŁtoare de EPS sunt utilizate la fabricarea produselor lactate 

fermentate pentru ´mbunŁtŁŞirea viscozitŁŞii, prevenirea sinerezei, creĸterea consistenŞei gelului ĸi 

minimizarea efectelor negative ale proceselor de pompare ĸi amestecare ´n maĸinile de dozat ĸi 

ambalat. Tulpinile de bacterii producŁtoare de EPS sunt utilizate pe cale largŁ ´n FranŞa, Olanda 

ĸi Australia datoritŁ popularitŁŞii produselor naturale, interdicŞiei folosirii stabilizatorilor ĸi 

agenŞilor de ´ngroĸare ĸi preἪurilor ridicate ale acestora [56]. 



27 

 

Culturile producŁtoare de EPS sunt utilizate la fabricarea iaurtului, a laptelui scandinav 

v©scos (viili), laptelui acru ĸi a chefirului. Tulpinile de Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus 

ĸi S. thermophilus care produc EPS sunt folosite la obŞinerea iaurtului, ´n special a celui fluid. Ċn 

acest caz amestecul este ´ncŁlzit 0,5 ore la 85ÁC pentru denaturarea proteinelor zerului, ´n special 

a ɓ-lactoglobulinei, care se cupleazŁ cu k-cazeina form©nd coprecipitatul [91]. 

C©nd pH-ul laptelui scade p©nŁ la 4,62 (punctul izoelectric al cazeinei) datoritŁ formŁrii 

acidului lactic, micelele de cazeinat de calciu se precipitŁ, form©ndu-se un gel (coagul). Ċn 

structura acestuia existŁ spaŞii care conŞin zer ĸi care conferŁ matricei proteice proprietŁŞi v©sco-

elastice. ReŞinerea zerului prezintŁ importanŞŁ pentru integritatea produsului at©t ´n cazul 

iaurtului clasic, c©t Ἠi a iaurtului de bŁut. Sinereza zerului se produce la pomparea sau 

amestecarea coagulului ´ndeosebi la fabricarea iaurtului cu fructe. Pentru a preveni sinereza, 

iaurtul coagulat se preparŁ cu concentraŞii mai ridicate de stabilizatori (0,7%), faἪŁ de nivelul 

normal de 0,3%. Stabilizatorii se adaugŁ ´n produse pentru a le ´mbunŁtŁŞi consistenŞa ĸi 

viscozitatea ĸi pentru a lega apa liberŁ ´n scopul prevenirii sinerezei zerului.  

Stabilizatorii sunt hidrocoloizi de origine animalŁ sau vegetalŁ: gelatina, pectina, 

carboximetilceluloza ĸ.a. Aceĸti hidrocoloizi sunt modificaŞi pentru a ´mbunŁtŁŞi proprietŁŞile 

funcŞionale ´n laptele fermentat, astfel afect©nd gustul ĸi aroma produselor finite. Cu scopul de a 

realiza efecte de ´ngroĸare corespunzŁtoare, polimerul hidratat trebuie sŁ dispunŁ de proprietŁŞi 

tixotrope sau pseudoplastice (viscozitatea scade prin agitare pentru o decantare mai uĸoarŁ ĸi 

revine la starea iniŞialŁ c©nd acŞiunea mecanicŁ ´nceteazŁ). Viscozitatea trebuie sŁ fie stabilŁ ´ntr-

un interval larg de pH, rezistenἪŁ ionicŁ ĸi temperaturŁ. 

 Iaurtul de bŁut este preparat din iaurt cu un conŞinut redus de substanŞŁ uscatŁ. Textura 

iaurtului de bŁut se modificŁ datoritŁ acŞiunii mecanice asupra produsului, ceea ce necesitŁ 

folosirea culturilor starter producŁtoare de EPS care asigurŁ o structurŁ stabilŁ. 

Ċn acest sens, Lavezzari ĸi colab. deosebesc tulpinile de bacterii lactice producŁtoare de 

EPS conform clasificŁrii din Figura 1.4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1.4. Clasificarea practicŁ a tulpinilor de bacterii lactice producŁtoare de EPS [115] 

 

Tulpini de bacterii filante 

Puternic filante 

- TexturŁ mucilaginoasŁ; 

- Palatabilitate neplŁcutŁ. 

 

Cu efect de ´ngroἨare 

- TexturŁ consistentŁ, nefilantŁ; 

- Palatabilitate plŁcutŁ. 

-  

- Palabilitatea neplŁcutŁ. 
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Tulpinile puternic filante genereazŁ produse  cu aspect neplŁcut la prelingere din lingurŁ 

(de aceea s-a introdus testul analizei senzoriale din lingurŁ); o senzaŞie similarŁ apare la 

masticaŞie c©nd coagulul este lipicios ĸi aderent la palatin. Valoare individualŁ au numai tulpinile 

din grupa "thickening", celelalte vor fi folosite doar ´n culturi mixte dupŁ testŁri prealabile ´n 

condiŞii de producŞie [103]. 

Culturile starter producŁtoare de EPS pot fi utilizate at©t pentru producerea iaurtului de 

bŁut c©t ĸi a iaurtului cu conŞinut redus de substanŞŁ uscatŁ Ἠi lipide sau chiar pentru fabricarea 

iaurtului degresat. Acest tip de culturi formeazŁ o texturŁ mai consistentŁ (legatŁ), o viscozitate 

mai mare Ἠi ´mbunŁtŁŞesc structura produsului, previn spargerea gelului ĸi eliminarea zerului. 

Viscozitatea obŞinutŁ prin fermentarea cu bacterii formatoare de EPS contribuie la adezivitatea 

produsului fluid, iar rezistenἪa ĸi elasticitatea coagulului sunt rezultatul interacŞiunilor prin 

legŁturi de tip proteinŁ-proteinŁ [34]. 

S-a constatat cŁ la 43ÁC existŁ o interacŞiune mai puternicŁ intre bacterii, EPS ĸi proteine 

dec©t la 32ÁC, temperatura de termostatare a iaurtului fiind 42-43ÁC. Iaurtul obŞinut cu ajutorul 

culturilor v©scoase are o structurŁ mai deschisŁ, cu pori largi ĸi un coagul mai moale, ´n timp ce 

iaurtul cu culturi starter nev©scoase are o structurŁ mai rigidŁ. Iaurtul fabricat cu utilizarea 

culturilor v©scoase are o viscozitate ´mbunŁtŁŞitŁ ´nsŁ nu ĸi un coagul mai puternic, care poate fi 

obŞinut prin interacŞiuni proteinŁ-proteinŁ realizate prin incorporarea unor proteine adiŞionale 

sau/ĸi prin tratamentul termic al amestecului pentru iaurt. Formarea legŁturilor proteinŁ-proteinŁ 

este prevenitŁ parŞial de prezenŞa EPS-lor. Tulpinile de bacterii producŁtoare de EPS prin 

activitatea lor fermentativŁ produc un coagul cu legŁturi proteine-polizaharide [46]. 

Bacteriile producŁtoare de EPS sunt utilizate ĸi la fabricarea sm©nt©nii fermentate ĸi a 

produselor prelucrŁrii prin batere, pentru a ´mbunŁtŁŞi proprietŁŞile reologice, a preveni sinereza 

ĸi a ´nlocui stabilizatorii. CercetŁrile ´ntreprinse asupra laptelui acru, produs ´n ŞŁrile nordice, 

obŞinut cu ajutorul culturilor producŁtoare de EPS au demonstrat o mai bunŁ adezivitate ĸi 

reducerea sinerezei ´n comparaŞie cu produsele realizate cu ajutorul culturilor nefilante. Prin 

microscopie electronicŁ s-a remarcat, cŁ substanŞa v©scoasŁ realizeazŁ o reŞea care leagŁ celulele 

bacteriene de matricea proteicŁ [74]. 

 

1.2.  Culturile starter, clasificarea Ἠi aspectele tehnologice de utilizare a lor la fabricarea 

produselor lactate fermentate 

NoἪiunea ĂculturŁ starterò sau maia bacterianŁ poate fi definitŁ ca preparat microbian, 

format din cel puἪin un microorganism, cu numŁr mare de celule viabile, care poate fi adŁugat  la 

materia primŁ ´n scopul producerii unui produs fermentat prin accelerarea Ἠi orientarea 

procesului de fermentare [103]. 
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Utilizarea culturilor starter ´n industria laptelui permite intensificarea procesului de 

fermentaἪie, reduce spaἪiile de producere Ἠi ´mbunŁtŁἪeἨte siguranἪa alimentarŁ a                   

produsului [161]. 

Ċn funcἪie de procedeul Ἠi tehnologia de obἪinere, culturile starter se ´mpart ´n: 

- culturi bacteriene ï pentru utilizarea lor ´n producere nu este nevoie de concentrarea 

bacteriilor. Ele conἪin maximum 10 miliarde UFC ´n 1 cm
3 
de suspensie; 

- concentrate bacteriene ï se obἪin prin concentrarea biomasei bacteriilor, astfel ´nc©t 

unitŁἪile formatoare de colonii ´n 1 cm
3 
de concentrat este minimum de 10 miliarde [138]. 

Ċn funcἪie de starea fizicŁ culturile starter se ´mpart ´n: 

- lichide; 

- uscate; 

- congelate; 

- pe medii nutritive solide [93]. 

Culturile starter lichide reprezintŁ culturi pure, care se aflŁ ´n stare activŁ Ἠi sunt cultivate 

´n lapte steril. Termenul de valabilitate a acestora este de 2 sŁptŁm©ni la temperatura de 

depozitare de 4Ñ2 ÁC. Activitatea acestor culturi scade rapid. 

Pentru majorarea duratei de depozitare a culturilor starter, pŁstrarea activitŁἪii Ἠi numŁrului 

de celule bacteriene viabile se produc culturi starter uscate, precum Ἠi concentrate bacteriene 

lichide Ἠi uscate. Concentratul bacterian uscat se preparŁ prin cultivarea bacteriilor lactice pe un 

mediu nutritiv, concentrarea lor prin centrifugare, plasarea ´ntr-un mediu protector Ἠi uscare prin 

pulverizare sau liofilizare.  

Liofilizarea reprezintŁ un proces de uscare a bacteriilor prin eliminarea lichidului din 

celulele congelate ´n condiŞii de vid. Cea mai mare parte a lichidului din biomasa congelatŁ se 

eliminŁ la temperaturile negative. Scopul tehnic al acestui procedeu este de a asigura 

deshidratarea optimalŁ a culturii bacteriene ĸi obŞinerea preparatului uscat cu conŞinut rezidual de 

umiditate nu mai mare de 3,5 % ĸi totodatŁ de a pŁstra viabilitatea ĸi proprietŁŞile biotehnologice 

ale bacteriilor. Liofilizarea asigurŁ supravieἪuirea bacteriilor la 90% timp de 6  luni Ἠi chiar 2 ani 

[42, 80]. Pentru protejarea bacteriilor de condiἪiile nefavorabile ´n timpul sublimŁrii ´n mediul 

protector pe baza de lapte se introduc substanἪe cu caracter protector: glutamat de sodiu, glucozŁ, 

zaharozŁ, maltozŁ etc. Microorganismele sunt cultivate pe acest mediu, apoi se congeleazŁ           

la temperatura de p©nŁ la ï 40 ÁC. Procesul de uscare se efectueazŁ la o temperaturŁ aproximativ 

de ï 35 ÁC sub vid. Ċn timpul congelŁrii microorganismele trec ´n stare de anabiozŁ, fiind mai 

rezistente la acἪiuni adverse ´n timp de pŁstrare [131]. 

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

ĸi termofile. Bacteriile din componenἪa culturilor starter mezofile cresc la temperatura de 25-
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35ÁC, Ἠi sunt reprezentate de genurile Lactococcus, Leuconostoc, unele tulpini din genul 

Lactobacillus, Bifidobacterium Ἠ. a. Culturile starter termofile, temperatura de creἨtere fiind de 

40-50ÁC, cuprind culturile din genul Streptococcus Ἠi unele specii termofile din genul 

Lactobacillus. Culturile mixte sunt compuse din tulpini at©t mezofile c©t Ἠi termofile. 

Ċn funcἪie de numŁrul 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+) ´n proporŞie de 0,8%. 

2. Culturile starter multiple prezintŁ amestecul a 5-6 tulpini selectate, ce nu sunt ´nrudite ´n 

aspectul bacteriofagilor caracteristici, cultivate separat p©nŁ la etapa de culturŁ primarŁ sau chiar 

p©nŁ la etapa de culturŁ starter de producŞie, c©nd se amestecŁ ´ntre ele. Ċn aceste condiŞii, 

tulpinile nu se dezvoltŁ ´mpreunŁ dec©t cel mult timp de 10 generaŞii, ceea ce face ca nici o 

tulpinŁ sŁ nu devinŁ dominantŁ. De asemenea, culturile pot fi folosite mai multe luni ´n ĸir fŁrŁ a-

ĸi pierde capacitatea de acidulare. 

3. Culturile starter mixte sunt formate, de regulŁ, din douŁ specii de bacterii lactice, care la 

r©ndul lor pot fi constituite din unul sau mai multe specii de lactobacili ĸi dintr-o specie de 

streptococi. De exemplu, cultura starter termofilŁ pentru iaurt este formatŁ din Streptococcus 

therrmophilus ĸi Lactobacillus bulgaricus. Ċntre cele douŁ microorganisme existŁ un sinergism 

deosebit. Lactobacillus bulgaricus produce aminoacizi din cazeinŁ care sunt necesari dezvoltŁrii 

Streptococcus thermophilus, care la r©ndul lor favorizeazŁ dezvoltarea Lactobacillus bulgaricus 

prin producerea de acid formic ĸi CO2 [17]. 

Lu©nd ´n considerare cantitŁŞile considerabile de iaurt ce se fabricŁ pe plan mondial, este 

necesar sŁ cunoaĸtem factorii care influenŞeazŁ activitatea optimalŁ a culturilor pentru iaurt. Unul 

din aceἨti factori, temperatura de incubare, trebuie sŁ fie de 41-42ÁC (apropiatŁ de temperatura 

optimalŁ de dezvoltare a Lactobacillus bulgaricus). DupŁ 3 ore de incubare se ajunge la ~ 500 

mil. bacterii/g, raportul dintre Lactobacillus bulgaricus ĸi Streptococcus thermophilus fiind 1:1 

[131]. 

Structura culturilor starter uscate mixte, produse la Institutul de Industrie a Laptelui Ἠi 

CŁrnii (Rusia), conἪine lactococi Ἠi streptococi termofili ʉɹʂïʉʄïʄʊʥ/ʚ, ce contribuie la 

formarea unei consistenἪe omogene dense nev©scoase a produsului. OdatŁ cu mŁrirea 

temperaturii de fermentare are loc accelerarea procesului de fabricare a produsului. Cultura 

mixtŁ formeazŁ acid lactic Ἠi substanἪe aromatice [130].  

Concentratul bacterian uscat compus dintr-o singurŁ tulpinŁ de S. thermophilus ʉɹʂïʊʥ/ʚ 

oferŁ consistenἪŁ nev©scoasŁ densŁ produsului Ἠi o aromŁ finŁ. Acesta se recomandŁ pentru 

producἪia laptelui acru, laptelui covŁsit Ἠi altor bŁuturi fermentate. Un alt concentrat bacterian 
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uscat compus din S. thermophilus ʉɹʂïʊ v©scos oferŁ o consistenἪŁ v©scoasŁ produsului Ἠi o 

aromŁ finŁ. Acesta este recomandat pentru producἪia de lapte acru, de lapte covŁsit Ἠi de alte 

bŁuturi lactate. Pe c©nd, concentratul bacterian uscat mixt pentru iaurt ʉɹʂïʊ ʃʙɹ conἪine un 

consorἪiu de culturi special selectate de S. thermophilus Ἠi L. bulgaricus. CompoziἪia contribuie 

la obἪinerea produsului de consistenἪŁ v©scoasŁ densŁ cu un gust armonios. Cultura starter datŁ 

este destinatŁ pentru fabricarea iaurtului Ἠi a altor bŁuturi fermentate, inclusiv alimente pentru 

copii [148]. 

Compania DANISCO (Danemarca) producŁtoare de culturi starter oferŁ culturi starter 

mixte, care conἪin Ἠi tulpini din specia S. thermophilus pentru fabricarea br©nzei Ceddar. Astfel 

compoziἪia uscatŁ CHOOZIT series RA 020,compusŁ din L. lactis, L. cremoris, S. thermophilus, 

asigurŁ un gust unic br©nzei Ceddar; CHOOZIT series MR 800, compusŁ din L. lactis, S. 

thermophilus asigurŁ acidularea intensivŁ a laptelui; CHOOZIT series RAF 070, compusŁ din L. 

lactis, S. thermophilus, L. helveticus redŁ produsului gust dulce Ἠi aromŁ autenticŁ [59]. 

Culturile starter YO-MIXÊ 495 dispun de un consorἪiu format din  S. thermophilus Ἠi                 

L. bulgaricus. Cultura este destinatŁ producerii iaurtului cu aromŁ finŁ, viscozitate ridicatŁ, 

texturŁ netedŁ Ἠi post- acidulare controlatŁ [102]. 

O analizŁ comparativŁ a culturilor starter de la diferiἪi producŁtori demonstreazŁ, cŁ ´n 

pofida similaritŁἪii componenἪei specie-specifice a culturilor starter, calitatea produsului fabricat 

poate fi considerabil diferitŁ. Acest lucru se datoreazŁ faptului cŁ producŁtorii de culturi starter 

folosesc culturile selectate ´n diferite combinaἪii ´n funcἪie de destinaἪia produsului, baz©ndu-se 

pe proprietŁἪile fiziologice, biochimice Ἠi tehnologice a fiecŁrei tulpini [134]. DeἨi, compoziἪia 

culturilor starter fabricate de diferite companii producŁtoare este asemŁnŁtoare, relaἪiile dintre 

genurile, speciile Ἠi subspeciile de microorganisme utilizate nu sunt similare [158]. 

Bacteriile lactice din specia S. thermophilus prezintŁ interes at©t din punct de vedere 

fundamental c©t Ἠi aplicativ, prin argumentarea posibilitŁἪii utilizŁrii lor ´n diverse procese 

biotehnologice. ImportanἪa industrialŁ a bacteriilor lactice la fabricarea diverselor produse lactate 

fermentate, precum Ἠi la fermentarea legumelor Ἠi a cŁrnii, a iniἪiat o gamŁ largŁ de cercetŁri 

privind genetica, biochimia Ἠi biofizica acestui grup de microorganisme. Un interes deosebit ´n 

studiul bacteriilor lactice a apŁrut dupŁ descoperirea plasmidelor responsabile de proprietŁἪile 

tehnologice importante ale culturilor, cum ar fi metabolismul lactozei, activitatea proteoliticŁ, 

producerea bacteriocinelor, rezistenἪa la bacteriofagi Ἠ. A  [92, 126].   

Ċn prezent, industria laptelui se confruntŁ cu problemele legate de fabricarea produselor 

lactate cu indici de calitate Ἠi securitate stabili. Una dintre dificultŁἪi constŁ ´n faptul, cŁ at©t 

monoculturile utilizate , c©t Ἠi culturile de bacterii starter mixte, au proprietŁἪi variabile Ἠi 

instabile. Acest fapt poate reduce activitatea biotehnologicŁ Ἠi modifica proprietŁἪile benefice ale 
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microorganismelor, ce duce la ´ncŁlcarea procesului de transformare biologicŁ a materiei prime 

Ἠi la dezvoltarea microflorei strŁine. ToἪi aceἨti factori afecteazŁ substanἪial valoarea biologicŁ, 

calitatea Ἠi siguranἪa alimentelor. Ċn cazul produselor lactate fermentate cu caracteristici stabile, 

´n termeni de calitate Ἠi siguranἪŁ este necesar sŁ se aplice culturi de bacterii lactice genetic 

stabile sau preparate bacteriene capabile sŁ asigure repetabilitatea proceselor biotehnologice 

[113]. 

Gustul specific, textura Ἠi alte proprietŁἪi ale produselor lactate depind de tulpinile, care 

participŁ la procesul de fabricare. Ċn ultimii ani a crescut interesul faἪŁ de bacteriile lactice 

termofile, ´n mare mŁsurŁ datoritŁ dezvoltŁrii industriei laptelui pe plan mondial c©t Ἠi ´n 

Republica Moldova prin elaborarea Ἠi fabricarea produselor lactate fermentate noi, fapt ce 

necesitŁ izolarea Ἠi selectarea tulpinilor noi de bacterii lactice de interes biotehnologic. Conform 

datelor statistice volumul de fabricare a produselor lactate fermentate ́ n Ἢara noastrŁ este ´n 

creἨtere: 32 659 tone ´n anul 2015 faἪŁ de 23 934 tone ´n anul  2008 [1]. 

Tulpinile de S. thermophilus se utilizeazŁ ´n monoculturŁ la fabricarea laptelui covŁsit. 

Laptele acru, iaurtul, sm©nt©na fermentatŁ fabricatŁ prin tehnologie rapidŁ, laptele acidofil, 

br©nzeturile cu pasta moale Ἠi tare se produc cu utilizarea culturilor starter mixte, ´n compoziἪia 

cŁrora de asemenea se regŁsesc tulpini S. thermophilus [148].  

Astfel, este evident cŁ S. thermophilus participŁ la fabricarea unui sortiment vast de 

produse lactate fermentate, fapt ce evidenἪiazŁ importanἪa izolŁrii ĸi selectŁrii tulpinilor noi 

pentru fabricarea Ἠi diversificarea acestor produse. 

Produsele lactate fermentate sunt considerate alimente dietetice ĸi au proprietŁŞi curative. 

Valoarea dieteticŁ ĸi alimentarŁ a produsleor lactate fermentate rezultŁ din faptul, cŁ ele conŞin 

toate substanŞele nutritive din lapte ´ntr-o formŁ mai accesibilŁ pentru organism. SubstanŞele 

proteice suferŁ ´n procesul fabricŁrii o hidrolizŁ iniἪialŁ, ceea ce determina accesibilitate mai 

mare Ἠi o digestie mai completŁ a acestora [17]. 

Ċn Republica Moldova se fabricŁ un asortiment larg de produse lactate fermentate, dintre 

care iaurtul ĸi laptele covŁsit sunt printre cele mai preferate de consumŁtori. Conform 

ReglementŁrii Tehnice, iaurtul este produsul lactat fabricat prin fermentarea laptelui de culturi 

starter de S.thermophilus ĸi Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus sau culturi de S. thermophilus ĸi 

orice specie de Lactobacillus [24]. S. thermophilus ĸi L. delbrueckii ssp.bulgaricus fac parte din 

culturile probiotice tranzitorii, care au un efect pozitiv asupra sŁnŁtŁŞii umane, dar nu 

supravieŞuiesc ´n intestin [67]. De aceea acestea trebuie sŁ fie prezente ´n alimentaŞia zilnicŁ a 

omului. 

Bacteriile lactice sunt foarte pretenŞioase, iar creĸterea ĸi dezvoltarea lor ´n lapte este 

deseori limitatŁ din cauza insuficienŞei nutrienŞilor esenŞiali. Astfel, succesul procesului de 
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coagulare a laptelui este bazat pe simbioza tulpinilor din specia S. thermophilus ĸi L. bulgaricus. 

AceastŁ relaŞie pozitivŁ are un efect benefic asupra dezvoltŁrii bacteriilor ĸi producerea acidului 

lactic ĸi a compuĸilor aromatici. Astfel, S. thermophilus produce acidul piruvic, acidul formic ĸi 

CO2, care stimuleazŁ creĸterea L. bulgaricus. La r©ndul sŁu, L. bulgaricus produce peptide ĸi 

aminoacizi, care stimuleazŁ creĸterea S. thermophilus, deoarece S. thermophilus are o activitate 

proteoliticŁ mai slabŁ ´n comparaŞie cu Lactobacillus. Aceste douŁ microorganisme, prin 

simbiozŁ, schimbŁ compoziŞia laptelui, astfel obŞin©ndu-se un produs cu caracteristici definite. 

Crearea consorἪiilor simbiotice dintre S. thermophilus ĸi L. bulgaricus cu termen lung de pŁstrare 

este dificilŁ, minuŞioasŁ ĸi deseori imposibil de realizat [112]. 

Utilizarea consorἪiilor active din microorganisme biologic compatibile, selectate pentru 

fermentarea deplinŁ a componentelor din lapte este o condiŞie principialŁ pentru dezvoltarea 

proceselor tehnologice ĸi obŞinerea produselor lactate de ´naltŁ calitate [44]. 

Caracteristicile structurale ĸi organoleptice ale iaurtului sunt factori foarte importanŞi 

pentru selectarea tulpinilor de bacterii lactice ĸi obŞinerea culturilor starter de calitate, care ar sta 

la baza produselor lactate cu diverse caracteristici organoleptice ĸi nutriŞionale. Ċn aἨa mod se 

poate crea un grup nou de produse lactate fermentate cu caracteristici nutritive ´mbunŁtŁŞite.  

Numeroase publicaŞii recente relateazŁ faptul, cŁ bacteriile lactice izolate dintr-o zona 

geograficŁ sunt capabile se producŁ br©nzeturi, caracteristice acestei zone, de o calitate mai 

´naltŁ comparativ cu culturile starter comerciale [47, 72]. Astfel, Carafa Ἠ. a. au izolat tulpini 

sŁlbatice de bacterii lactice L.lactis ssp. lactis 68 ĸi    S. thermophilus 93, care pot fi utilizate 

drept culturi starter la fabricarea br©nzeturilor tradiŞionale din zona montanŁ a Italiei [47]. 

Feutry Ἠ. a. au elaborat o cultura starter nouŁ, compusŁ din 4 tulpini de                                    

L. lactis ssp. Lactis (L7, L14O, L16, L24) ĸi 2 tulpini de L. lactis ssp. cremoris (C9, C15) de 

fermentare spontanŁ izolate din lapte de oaie. Br©nzeturile obἪinute cu utilizarea acestei culturii 

starter au avut caracteristici senzoriale Ἠi parametri reologici comparabili cu br©nzeturile obἪinute 

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) ĸi 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 directŁ ´n lapte sau sm©nt©nŁ dulce. Introducerea 

directŁ este mai comodŁ, deoarece nu este nevoie de organizarea unei secἪii speciale pentru 

pregŁtirea maielelor, exclude posibilitatea contaminŁrii maielelor cu microflorŁ patogenŁ Ἠi 

previne infectarea microflorei cu bacteriofagi [169]. 
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Tehnologia generalŁ de producere a concentratelor bacteriene include operaἪiuni de bazŁ, 

cum ar fi pregŁtirea Ἠi sterilizarea mediului nutritiv, inocularea culturilor Ἠi acumularea biomasei, 

separarea biomasei de lichidul cultural, transferul concentratului bacterian ´n mediul protector, 

liofilizarea,  ambalarea Ἠi depozitarea concentratului uscat. 

Selectarea mediului de culturŁ pentru cultivarea microorganismelor reprezintŁ o etapŁ- 

cheie, deoarece poate influenŞa aspectele economice ale procesului de producŞie. De regulŁ, se 

apeleazŁ la ingrediente puἪin costisitoare care pot servi drept sursa de carbon, azot ĸi fosfor. De 

cele mai multe ori, ́ n calitate de surse complexe de carbon, azot ĸi fosfor sunt utilizate 

hidrolizatele vegetale ĸi unele subproduse rezultate din diferite industrii (melasŁ, zeruri etc.) 

[163]. ConcentraŞia ĸi echilibrul dintre elementele minerale ĸi factorii de creĸtere constituie un alt 

element important al cultivŁrii microorganismelor la nivel industrial. 

Cultivarea microorganismelor poate fi realizatŁ ´n sistem discontinuu, semicontinuu Ἠi 

continuu, ´n funcἪie de echipamentele utilizate Ἠi de metodele de prelucrare. Dezvoltarea 

microorganismelor ´n sistem discontinuu are loc ´n condiŞii nelimitative. DupŁ atingerea 

densitŁŞii maxime ´n celule are loc proliferarea ´n condiŞii limitative de substrat. Cultivarea 

microorganismelor ´n sistem semicontinuu este astfel operat ´nc©t concentraŞia substratului 

limitativ este pŁstratŁ constantŁ prin aprovizionarea continuŁ. Cultivarea ´n sistem continuu 

presupune alimentarea continuŁ cu nutrienŞi ĸi ´n acelaĸi timp evacuarea din reactor a unei 

cantitŁŞi echivalente de mediu de culturŁ [36]. 

Ċn procesul de cultivare  discontinuŁ ´n mediul de culturŁ se adŁugŁ cultura de bacterii Ἠi 

procesul de multiplicare se efectueazŁ p©nŁ la acumularea ´n mediul respectiv a unui numŁr 

maximal de celule. IniἪial, cultura creἨte ´n condiἪii de exces de nutrienἪi iar ´n procesul cultivŁrii 

cantitatea lor scade treptat. Adesea, componentele mediului nutritiv sunt utilizate ´n mod inegal 

Ἠi unele dintre ele ´n procesul de dezvoltare a culturii pot limita acumularea biomasei. Ċn acelaἨi 

timp, ´n mediul dat se acumuleazŁ produse metabolice care au de asemenea, impact negativ 

asupra metabolismului Ἠi fiziologiei celulelor [155]. 

O influenἪŁ semnificativŁ asupra creἨterii Ἠi dezvoltŁrii microorganismelor are concentraἪia 

ionilor de hidrogen (pH). pH-ul mediului nutritiv poate modifica activitatea enzimelor, care, la 

r©ndul lor, duc la o schimbare ´n activitatea biochimicŁ a bacteriilor Ἠi la transformŁrile 

biochimice ´n mediu. Majoritatea microorganismelor se dezvoltŁ la pH neutru sau uἨor alcalin al 

mediului. Bacteriile lactice sunt rezistente la acizi, de exemplu, la acἪiunea acidului lactic. La 

acidularea mediului p©nŁ la pH 4,0 creἨterea majoritŁἪii bacteriilor, practic ´nceteazŁ. Ċn mod 

normal, dupŁ sterilizare pH-ul mediului se schimbŁ, are loc alcalinizarea care rezultŁ din 

distrugerea carbonaἪilor. Din aceste considerente ´n medii se adŁugŁ sistemul-tampon pentru a 

preveni schimbarea pH-ului, cel mai frecvent utilizate fiind soluἪiile tampon fosfat, constituite 
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din amestec de fosfaἪi K2HPO4 Ἠi KH2PO4. Aceste soluἪii de sŁruri anorganice sunt singurii 

compuἨi cu acἪiune de tampon ´n intervalul de pH neutru, sunt practic inofensive pentru 

microorganisme Ἠi servesc drept sursŁ de fosfor. 

Ċn funcἪie de umiditate, densitate, mŁrimea particulelor solide Ἠi cerinἪele tehnologice 

concentrarea bacteriilor se efectueazŁ prin douŁ metode: microfiltrare Ἠi centrifugare. 

Microfiltrarea se efectueazŁ sub presiune cu ajutorul membranelor semipermeabile din 

materiale polimerice poroase sau anorganice. Centrifugarea, care este cel mai des utilizatŁ, se 

efectueazŁ ´n centrifugi speciale [66] la temperaturŁ ce nu depŁἨeἨte 10 ÁC [166]. 

Un impact semnificativ asupra activitŁἪii Ἠi stabilitŁἪii concentratelor bacteriene, ´n opinia 

savanἪilor, are durata de cultivare a bacteriilor lactice. Concentratele bacteriene obἪinute din 

celule separate ´n faza staἪionarŁ sunt mai active Ἠi stabile comparativ cu cele obἪinute din celule 

´n faza logaritmicŁ [61]. 

Uscarea prin liofilizare (sublimare) se utilizeazŁ ´n industria laptelui pentru obἪinerea 

concentratelor bacteriene uscate [41]. PŁstrarea microorganismelor ´n stare liofilizatŁ se bazeazŁ 

pe principiul anabiozei. AnabiozŁ este starea de ´ncetinire temporarŁ, reversibilŁ a proceselor 

biochimice ´n celula, din care microorganismul poate fi reactivat [131]. 

Procesul de liofilizare se divizeazŁ ´n douŁ etape: congelare Ἠi uscare ´n vid. Uscarea la 

r©ndul sŁu, de asemenea constŁ din 2 etape: ´ndepŁrtarea apei libere, ce se efectueazŁ la  

temperaturi foarte joase Ἠi eliminarea apei legate, ce se petrece la temperaturi pozitive. 

Avantajele acestui procedeu sunt urmŁtoarele: apa este ´ndepŁrtatŁ la temperaturi scŁzute 

´n vid, ceea ce evitŁ inactivarea termicŁ a produsului: pŁstreazŁ viabilitatea celulelor Ἠi 

faciliteazŁ obἪinerea produsului uscat Ἠi steril ambalat. Principalele dezavantaje ale procesului de 

liofilizare sunt durata mare a procesului, consumul de energie Ἠi complexitatea echipamentului 

pentru sublimare [157]. 

Congelarea este una din etapele cheie ´n procesul tehnologic de preparare a concentratelor 

bacteriene. Congelarea biomasei duce la modificŁri fizice, biofizice si biochimice ´n celula 

bacterianŁ. Ca rezultat al cristalizŁrii apei, ´n timpul congelŁrii are loc deteriorarea membranelor 

celulare si a altor structuri. Aceste deteriorŁri pot fi cauzate de trei factori principali: acἪiunea 

mecanicŁ a cristalelor de gheaἪŁ asupra celulei; creἨterea concentraἪiei de electroliἪi, care 

provoacŁ denaturarea membranei; creἨterea presiunii osmotice [121]. 

Un rol important ´n menἪinerea viabilitŁἪii microorganismelor ´n timpul congelŁrii Ἠi al 

uscŁrii ´l are mediul stabilizator cu efect de protecἪie. Mediul de protecἪie are un impact pozitiv 

asupra viabilitŁἪii celulelor ´n timpul congelŁrii. De regulŁ ele conἪin lioprotectori, care 

protejeazŁ microorganismele de efectele dŁunŁtoare ale congelŁrii. Termenul Ălioprotectorò 

defineἨte agenἪi care asigurŁ stabilitatea celulei ´n cazul c©nd se ´ndepŁrteazŁ apa ´n timpul 
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uscŁrii sau liofilizŁrii [151]. Utilizarea lor reduce sau previne formarea cristalelor de gheaἪŁ 

intracelulare [62].  

ExistŁ numeroase substanἪe cu proprietŁἪi crioprotectoare, mecanismul de acἪiune a cŁrora 

este de douŁ tipuri: endocelular (permeabile) Ἠi exocelular (impermeabile). AgenἪii lioprotectori 

permeabili inhibŁ formarea cristalelor de gheaἪŁ datoritŁ formŁrii legŁturilor de hidrogen cu 

moleculele de apŁ. Cele mai utilizate sunt: glicerolul, propilenglicolul, etilenglicolul, 

dimetilsulfoxidul [122]. Principiul de funcἪionare al lioprotectorilor impermeabili ´ncŁ nu este 

suficient studiat. Posibil, principiul de acἪiune constŁ ´n reducerea ratei de creἨtere a cristalelor Ἠi 

protejarea celulelor de diferenἪa presiunii osmotice. Lioprotectorii impermeabili se divizeazŁ ´n 

douŁ grupe de substanἪe: oligozaharide (zaharozŁ Ἠi trehalozŁ) Ἠi compuἨi cu masŁ molecularŁ 

mare, cum ar fi ficolalbumina sau polivinilpirolidona. Ċn calitate de liopriotectori pot fi utilizate 

Ἠi urmŁtoarele substanἪe: maltodextrina, sorbitolul, ascorbatul de calciu, glutamatul [105]. 

Utilizarea lioprotectorilor impermeabili fŁrŁ cei permeabili este ineficientŁ, de aceea lioprotectori 

impermeabili sunt de regulŁ componenἪi adiἪionalii ai mediilor stabilizatoare cu efect protector. 

Regimul de pŁstrare influenἪeazŁ ´n mare mŁsurŁ activitatea Ἠi viabilitatea concentratelor 

bacteriene congelate. Studiile indicŁ, cŁ la depozitarea concentratului de bacterii lactice ´ntr-un 

mediu protector timp de 6 luni la minus 18 ÁC s-au observat pierderi de viabilitate p©nŁ la 9%, 

iar la temperatura de minus 8 ÁC pierderile constituie 16 - 28% [166]. 

Actualmente sunt cunoscute diverse procedee de obἪinere a concentratelor bacteriene 

liofilizate. De exemplu, IlniἪcaia Ἠi coautorii propun o metodŁ 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 Ἠi 

apŁ, ce conἪine adiἪional 9ï11 ml/L lapte Ἠi 5,9 ï 6,1 g/L acetat de sodiu. Cultivarea se realizeazŁ 

la  pH 5,6 ï 5,7, iar pH-ul concentratului obἪinut este de  6,5 ï 7,5. DupŁ suspendarea 

concentratului obἪinut ´n mediul de protecἪie Ἠi distribuirea ´n flacoane, se realizeazŁ liofilizarea  

timp de 64 ore, cu temperatura finalŁ de uscare de maximum 30 ÁC [149]. 

La fel, este cunoscutŁ metoda de obἪinere a consorἪiului de bacterii eubiotice, la etapa 

iniἪialŁ a cŁreia se efectueazŁ prepararea mediului nutritiv pe bazŁ de lapte cu conἪinut de 13,5-

15,0% SUD, suplementat cu glucozŁ (1,5-2,5 %) Ἠi citrat de sodiu (0,15-0,25 %). Apoi ´n mediul 

protector se adaugŁ consorἪiul de bacterii Ἠi se termostateazŁ p©nŁ la formarea coagulului, 

aciditatea titrabilŁ este de minimum 90 ÁT. Produsul obἪinut se congeleazŁ la minus 40-45 Á C 

timp de 24-48 ore. Apoi Ἠi se liofilizeazŁ la temperatura de minus 20-30 ÁC ´n vid. ConἪinutul de 

umiditate remanentŁ a concentratului bacterian este de maximum 3,0% [150]. 

O altŁ metodŁ de preparare a concentratului bacterian cu culturi lactice din specia           S. 

thermophilus,  presupune cultivarea tulpinilor separat.  Apoi fiecare tulpinŁ se transferŁ ´n 
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mediul protector ´n raport de 1:2 ï 1:4. Mediul protector pentru S. thermophilus include lapte 

degresat  20%, zaharozŁ - 5%, gelatozŁ - 5%, citrat de sodiu - 2,2%, Ἠi glutamat de sodiu - 1,2%. 

Gelatoza reprezintŁ gelatinŁ dupŁ sterilizare la presiunea de 0,15 MPa timp de 2,5-3,0 ore, ´n 

urma cŁreia ´Ἠi pierde capacitatea de a forma gel. Liofilizarea se efectueazŁ separat. Pentru 

aceastŁ suspensiile celulare obἪinute se toarnŁ ´n tavŁ cu grosimea stratului de 1-1,5 cm. 

Liofilizarea are loc la temperatura de minus 35-45 Á C, uscarea finalŁ ï la temperatura de 40-45 

ÁC. Durata uscŁrii este de 6-12 ore. Termenul de pŁstrare este de 18 luni la temperatura 12 ÁC 

[152]. 

 

1.3. Tehnologia de fabricare a produselor lactate fermentate 

Succesul fabricŁrii produselor lactate fermentate la scarŁ industrialŁ este direct legat de 

tehnologia de prelucrare a laptelui, de selectarea, pŁstrarea Ἠi manipularea corectŁ a culturilor 

starter. Toate acestea contribuie la obἪinerea produsului finit de calitate ´naltŁ. 

DatoritŁ valorii dietetice-curative a produselor lactate fermentate, importanἪa cŁrora este  

tot mai evidentŁ ´n condiἪiile ecologice nefavorabile, aceste produse devin absolut necesare ´n 

alimentaἪia populaἪiei de toate v©rstele. Ċn alimentaἪia raἪionalŁ se recomandŁ ca 40-50% din 

totalul de produse lactate lichide sŁ fie consumate sub forma de produse lactate fermentate [17]. 

ProprietŁἪile curative ale produselor lactate fermentate consta ´n faptul cŁ acestea au un 

efect pozitiv asupra metabolismului, stimuleazŁ secreἪia sucului gastric Ἠi funcἪia intestinelor. O 

direcἪie de perspectivŁ este ´mbunŁtŁἪirea proprietŁἪilor nutriἪionale ale produselor lactate prin 

utilizarea culturilor special izolate Ἠi selectate de bacterii lactice, ce conferŁ proprietŁἪi probiotice 

produsului [165]. 

AcἪiunea beneficŁ a produselor lactate fermentate asupra organismului uman depinde de 

proprietŁἪile microorganismelor utilizate, ce asigurŁ calitatea ´naltŁ a produsului Ἠi efectul 

terapeutic  curativ scontat. 

Produsele lactate fermentate pot fi de patru tipuri diferite ´n dependenἪŁ de 

microorganismele utilizate la fabricarea lor: (1) cu utilizare de tulpini de bacterii lactice 

mezofile; (2) cu utilizare de bacterii lactice termofile; (3) produse obἪinute prin fermentare 

alcoolicŁ, cu implicarea drojdiilor Ἠi a bacteriilor lactice, Ἠi (4) produse obἪinute cu utilizarea 

mucegaiurilor [17]. 

Reglementarea TehnicŁ [24] defineἨte produsele lactate fermentate ca produse care se 

caracterizeazŁ prin culturi starter specifice, aplicate la fermentarea laptelui, dupŁ cum         

urmeazŁ: 
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    a) iaurt ï produs lactat fabricat prin fermentarea laptelui cu o culturŁ starter mixtŁ ce 

conἪine 2 specii de bacterii termofile Streptococcus thermophilus ĸi Lactobacillus delbrueckii 

subsp. bulgaricus sau Streptococcus thermophilus ĸi orice specie de Lactobacillus; 

    b) lapte acidofil ï produs lactat fabricat prin fermentarea laptelui cu ajutorul culturilor  

starter de Lactobacillus acidophilus; 

    c) chefir ï produs lactat fabricat prin fermentarea laptelui cu utilizarea culturilor starter 

din granule de chefir, constituite din levuri care fermenteazŁ lactoza (Kluyveromyces marxianus) 

ĸi care nu fermenteazŁ lactoza (Saccharomyces unisporus, Saccharomyces cerevisiae ĸi 

Saccharomyces exiguus), ĸi culturi de Lactobacillus kefiri, specii de bacterii din genul 

Leuconostoc, Lactococcus ĸi Acetobacter, ce se aflŁ ´n relaŞii simbiotice specifice; 

    d) cum©s ï produs lactat acid cu proprietŁŞi antibiotice, fabricat din lapte de iapŁ sau 

lapte de vacŁ degresat cu adaos de zahŁr, prin fermentaŞie mixtŁ (lacticŁ ĸi alcoolicŁ) cu ajutorul 

culturilor starter de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ĸi Kluyveromyces marxianus;  

    e) lapte acru ï produs lactat fabricat prin fermentarea laptelui cu utilizarea culturilor 

starter de lactococi mezofili; 

    f) lapte covŁsit ï produs lactat fabricat prin fermentarea laptelui ´nŁbuĸit cu culturi 

starter de Streptococcus thermophilus, cu sau fŁrŁ culturi de Lactobacillus delbrueckii subsp. 

bulgaricus. 

DeἨi produsele lactate fermentate sunt foarte variate at©t dupŁ indicii organoleptici, c©t Ἠi 

dupŁ indicii fizico-chimici, tehnologia de fabricare a acestora include multe operaἪii similare, 

deosebirea referindu-se ´n special, la componenἪa culturilor starter, utilizate la prepararea lor, 

tratamentul termic al materiei prime Ἠi regimul de termostatare. 

Produsele lactate fermentate se fabricŁ prin douŁ metode ï 1) metoda la termostat (´n 

ambalaj) Ἠi 2) metoda la rezervor, conform schemei tehnologice generale de fabricare expusŁ ´n 

Figura 1.5. 

Pentru fabricarea produselor lactate fermentate se potriveἨte laptele cu aciditatea titrabilŁ 

max. 19 ÁT, densitatea 1027 kgĿm
3
, lapte praf, lapte degresat Ἠi sm©nt©nŁ dulce.     

Ċn prima fazŁ a procesului tehnologic propriu-zis se urmŁreἨte ´ndepŁrtarea impuritŁἪilor 

mecanice pŁtrunse ´n lapte pe diferite cŁi, ´nainte de umplerea bazinului de recepἪie, chiar dacŁ a 

fost filtrat la locul de producere (la fermŁ),  dupŁ care este supus prelucrŁrii. Ċn funcἪie de tipul 

produsului fabricat, are loc normalizarea conἪinutului de grŁsime al laptelui. CreἨterea 

conἪinutului de grŁsime se realizeazŁ prin: adŁugarea de sm©nt©nŁ dulce ´n lapte sau amestecarea 

unui lapte integral cu un conἪinut de grŁsime mai scŁzut cu altul mai gras. ScŁderea conἪinutului 

de grŁsime se realizeazŁ prin: extragerea unei cantitŁἪi de grŁsime din lapte prin centrifugare; 

amestecarea laptelui integral cu lapte degresat. 
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Laptele recepἪionat cantitativ Ἠi calitativ se supune normalizŁrii dupŁ conἪinutul de 

grŁsime. Calculul cantitativ al fracἪiei de grŁsimi se efectueazŁ dupŁ formula (1.1): 

Ὃ
Ͻ
ȟ         (1.1) 

unde  

GLN ï fracἪia de grŁsimi ´n laptele normalizat, %; 

Gp ï fracἪia de grŁsimi, %; 

a ï norma introducerii bacteriilor lactice pe bazŁ de lapte degresat, %. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1.5. Fluxul tehnologic general de fabricare a produselor lactate fermentate [17]. 

Normalizarea laptelui ´ntotdeauna trebuie sŁ fie precedatŁ de analiza laptelui din punct de 

vedere al conἪinutului de grŁsime. Amestecul normalizat se omogenizeazŁ.  
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Omogenizarea este o operaἪie tehnologicŁ care are drept scop stabilizarea emulsiei de 

grŁsime ´n materia primŁ pentru evitarea separŁrii grŁsimii la suprafaἪa produsului finit Ἠi 

obἪinerea unei consistenἪe c©t mai omogene. Omogenizarea laptelui se realizeazŁ cu ajutorul 

unor utilaje speciale, denumite omogenizatoare.  Omogenizarea are un efect pozitiv Ἠi ´n cazul 

fabricŁrii produselor cu un conἪinut redus de grŁsime. Pentru a obἪine o dispersare mai puternicŁ 

a globulelor de grŁsime, se practicŁ omogenizarea ´n douŁ trepte, adicŁ mai ´nt©i laptele se 

omogenizeazŁ la o presiune mai ´naltŁ, apoi la o presiune mai joasŁ. Ca rezultat a omogenizŁrii 

creἨte viscozitatea laptelui, culoarea din alb-gŁlbuie trece ´n alb, laptele devine mult mai opac 

datoritŁ repartizŁrii mai uniforme a grŁsimii [17]. 

Pentru fabricarea iaurtului, laptele se pasteurizeazŁ. Prin aceastŁ operaἪie tehnologicŁ se 

distrug formele vegetative ale microorganismelor Ἠi parἪial a celor aflate ´n stare sporulatŁ. Ċn 

funcἪie de temperaturŁ Ἠi de duratŁ, metodele de pasteurizare aplicate laptelui sunt: 

- pasteurizarea joasŁ sau de duratŁ ï se realizeazŁ la temperatura de 63-65Á C timp de 30 

de minute. Este o metodŁ lentŁ, discontinuŁ. AceastŁ metodŁ prezintŁ avantajul cŁ nu modificŁ 

aproape deloc proprietŁἪile laptelui. Ca dezavantaj se menἪioneazŁ cŁ necesitŁ ´n afarŁ de 

pasteurizare Ἠi tancuri de rŁcire pentru menἪinerea laptelui la temperatura de pasteurizare o 

anumitŁ perioadŁ de timp Ἠi nu asigurŁ distrugerea unor specii de bacterii termostabile. Se aplicŁ 

laptelui destinat fabricŁrii br©nzeturilor; 

- pasteurizarea ´naltŁ de scurtŁ duratŁ ï prevede ´ncŁlzirea laptelui la 72-76Á C timp de 

15-20 sec. Este un procedeu rapid Ἠi continuu, dar modificŁrile ´n compoziἪia Ἠi proprietŁἪile 

laptelui sunt mai profunde, se denatureazŁ p©nŁ la 50% din albuminŁ, 15-20% globulinŁ, se 

insolubilizeazŁ 3-4% din substanἪele minerale, majoritatea enzimelor sunt inactivate, scade 

considerabil puterea de coagulare a cazeinei sub acἪiunea cheagului. Pasteurizarea ´naltŁ de 

scurtŁ duratŁ se aplicŁ la obἪinerea laptelui de consum. 

- pasteurizarea instantanee ï se realizeazŁ prin ´ncŁlzirea materiei prime la temperatura de 

85-90 ÁC Ἠi chiar mai mare fŁrŁ menἪinerea produsului la aceastŁ temperaturŁ. ModificŁrile ´n 

compoziἪia Ἠi proprietŁἪile laptelui se intensificŁ; se denatureazŁ toate enzimele, albumina Ἠi 

circa 75-85% din globulinŁ, o parte considerabilŁ de calciu se precipitŁ. Acest regim este utilizat 

la fabricarea sm©nt©nii, untului, laptelui concentrat; 

- pasteurizarea dupŁ un regim special ï se efectueazŁ la temperatura de 95-98Á C cu 

menἪinerea laptelui la aceastŁ temperaturŁ timp de 2-8 minute. DupŁ acest procedeu se 

pasteurizeazŁ laptele destinat produselor lactate acide dietetice. AceastŁ metodŁ provoacŁ 

modificŁri Ἠi mai profunde ´n compoziἪia laptelui, dar permite obἪinerea unei consistenἪe dense a 

coagulului produselor lactate acide, se distruge toatŁ microflora vegetativŁ termostabilŁ, fapt ce 

se rŁsfr©nge pozitiv asupra dezvoltŁrii 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 dŁunŁtoare precum Ἠi a microflorei normale a laptelui, 

format din bacterii lactice, drojdii Ἠi mucegaiuri, cre©ndu-se astfel condiἪii favorabile pentru 

dezvoltarea bacteriilor lactice selecἪionate cu care laptele se ´noculeazŁ. De asemenea, prin 

´ncŁlzire la temperaturi ´nalte, o parte din substanἪele proteice ce se conἪin ´n lapte se precipitŁ, 

iar fosfaἪii Ἠi citraἪii solubili devin parἪial sŁruri insolubile, ceea ce determinŁ o ´mbunŁtŁἪire a 

consistenἪei produsului prin obἪinerea unui coagul mai dens. Din aceste motive, este foarte 

important sŁ se respecte regimul de pasteurizare prevŁzut Ἠi mŁsurile de igienŁ necesare pentru 

prevenirea contaminŁrii ulterioare a laptelui cu diferite bacterii [16]. 

Ċn scopul evitŁrii modificŁrilor nedorite ´n compoziἪia laptelui, el este rŁcit la 2-4Á C 

imediat dupŁ pasteurizare. 

Pentru fermentarea laptelui Ἠi obἪinerea produsului cu proprietŁἪi specifice, laptele se 

inoculeazŁ cu o culturŁ starter ce are ´n componenἪa sa bacterii lactice care asigurŁ coagularea 

laptelui ´n cel mult  4-6 ore [17]. Fermentarea laptelui este una dintre cele mai importante faze 

ale procesului de fabricare Ἠi rezidŁ ´n crearea condiἪiilor de temperaturŁ corespunzŁtoare pentru 

dezvoltarea microflorei specifice ce produce fermentarea Ἠi coagularea laptelui. Ċn cazul 

fermentŁrii ´n termostat laptele inoculat se ambaleazŁ ´n ambalaj de desfacere, se eticheteazŁ Ἠi 

plaseazŁ ´n termostat pentru fermentare timp de 2,5-3 ore la temperatura de 42-45ÁC, timp ´n 

care se produce coagularea laptelui. Ċn cazul fermentŁrii ´n rezervor, un aspect deosebit de 

important al fermentŁrii laptelui, este consistenἪa produsului obἪinut. Ċn cazul fermentŁrii ´n 

ambalaj, consistenἪa va fi de Ăcoagul compactò, pe c©nd la fermentarea ´n rezervor, va fi Ăcoagul 

fluidò datoritŁ agitŁrii ´naintea ambalŁrii. De asemenea, atunci c©nd ambalarea se face ´n pungi 

de plastic sau ambalaje de capacitate mai mare, procesul tehnologic impune efectuarea 

fermentŁrii laptelui ́ n rezervor, dupŁ care se trece  ´n ambalajele respective [16]. 

Pentru a preveni creἨterea aciditŁἪii peste limita admisŁ la eliminarea zerului, este necesar 

ca produsul sŁ fie c©t mai repede rŁcit. OperaἪiunea se realizeazŁ ´n douŁ faze, respectiv rŁcirea 

prealabilŁ la temperatura de 18-20ÁC, prin ventilarea aerului din termostat (ne´ncŁlzit), dupŁ care 

se face rŁcirea profundŁ, la temperatura de 2-6ÁC, ´n camera frigorificŁ [16, 17]. 

 

1.4. Concluzii la capitolul 1 

1. CreἨterea volumului de fabricare a produselor lactate fermentate Ἠi lipsa culturilor starter 

de bacterii lactice autohtone, argumenteazŁ necesitatea Ἠi evidenἪiazŁ actualitatea 

cercetŁrilor orientate spre izolarea din sursele naturale, identificarea Ἠi selectarea 

bacteriilor lactice de interes biotehnologic pentru industria laptelui.  
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2. Pentru obἪinerea unor produse lactate naturale, este necesar de a izola Ἠi selecta tulpini de 

bacterii lactice cu proprietŁἪi deosebite, cum ar fi sinteza exopolizaharidelor, fapt ce ar 

permite de a evita utilizarea sistemelor de stabilizare pentru ´mbunŁtŁἪirea proprietŁἪilor 

reologice Ἠi texturale ale produsului. 

3. Pentru a obἪine culturi starter active Ἠi stabile pe termen lung este necesar de a elabora 

medii protective eficiente, care asigurŁ viabilitatea ´naltŁ Ἠi pŁstrarea proprietŁἪilor 

biotehnologice valoroase a bacteriilor lactice dupŁ liofilizare. 

4. Pentru asigurarea calitŁŞii ´nalte a produselor lactate fermentate este necesar de a creea 

culturi starter care asigurŁ fermentarea laptelui ´n timp scurt, au capacitatea de a preveni  

fenomenul de sinerezŁ Ἠi posedŁ nivel scŁzut de post-acidulare. 

 

Analiza surselor bibliografice relevante la tema tezei a permis de a formula problema de 

cercetare care a fost pusŁ ´n faἪa acestei lucrŁri: necesitatea selectŁrii ĸi descrierii unor tulpini noi 

de bacterii lactice din specia S. thermophilus ´n scopul elaborŁrii culturilor starter autohtone cu 

potenἪial biotehnologic ´nalt pentru industria de procesare a laptelui ´n vederea eficientizŁrii 

procesusui de  fabricare a produselor lactate fermentate. 

Direcѿiile de rezolvare a problemei de cercetare au constat ´n urmŁtoarele: realizarea 

screening-ului tulpinilor de bacterii lactice din specia S. thermophilus isolate din lapte Ἠi 

produsele lactate de fermentare spontanŁ din R. Moldova ´n scopul obἪinerii culturilor active din 

punct de vedere biotehnologic; asocierea simbioticŁ a tulpinilor selectate ´n culturi starter Ἠi 

utilizarea lor ´n procesul de fabricare a produselor lactate fermentate.  

Scopul lucrŁrii a constat ´n izolarea, identificarea Ἠi evaluarea caracteristicilor fiziologo-

biochimice ĸi biotehnologice ale unor tulpini noi de S. thermophilus, selectate ´n vederea 

elaborŁrii  culturilor starter autohtone Ἠi utilizŁrii lor la fabricarea produselor lactate fermentate. 

 

Obiectivele cercetŁrilor au fost urmŁtoarele: 

1. Izolarea ´n culturŁ purŁ a bacteriilor lactice tipice speciei S. thermophilus din lapte Ἠi 

produsele lactate de fermentare spontanŁ  din diferite zone  ale R. Moldova; 

2. Identificarea fenotipicŁ ĸi genotipicŁ a tulpinilor izolate Ἠi evidenἪierea tulpinilor cu 

potenἪial biotehnologic ´nalt pentru industria laptelui;  

3. Stabilirea parametrilor optimi de cultivare Ἠi pŁstrare a tulpinilor producŁtoare de 

exopolizaharide din specia S. thermophilus  ́ n condiἪii industriale;  

4. Elaborarea ĸi testarea ´n condiŞii de producere a culturilor starter autohtone ´n baza 

asociaἪiilor mixte de tulpini noi de bacterii lactice pentru fabricarea lactatelor fermentate.  
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2. OBIECTELE DE STUDIU ἧI METODELE APLICATE ĊN CERCETARE 

CercetŁrile ĸtiinŞifice destinate izolŁrii, identificŁrii Ἠi selectŁrii bacteriilor lactice din 

specia Streptococcus thermophilus de interes biotehnologic au fost efectuate ´n perioada anilor 

2011-2016 ´n laboratorul de Biotehnologii alimentare din cadrul DirecŞiei ĂTehnologii 

Alimentareò a Institutului ἧtiinἪifico-Practic de HorticulturŁ ĸi Tehnologii Alimentare (IἧPHTA) 

din Republica Moldova. Identificarea molecularŁ a bacteriilor lactice selectate a fost efectuatŁ ´n 

Departamentul de microbiologie, biologie molecularŁ Ἠi biotehnologie a Institutului de Cercetare 

a Alimentelor din cadrul Centrului NaἪional de AgriculturŁ Ἠi Produse Alimentare din Bratislava, 

Slovacia (Anexa 1). 

2.1. Obiectele de cercetare 

Ċn calitate de obiecte de cercetare au servit tulpini autohtone de bacterii lactice izolate din 

probe de lapte Ἠi produse lactate de fermentare spontanŁ din Republica Moldova Ἠi tulpini de 

referinἪŁ depozitate ´n diverse ColecἪii de Microorganisme, dupŁ cum urmeazŁ: 

2.1.1. Tulpinile autohtone de Streptococcus thermophilus au fost izolate din habitat natural 

ï lapte crud Ἠi produse lactate de fermentare spontanŁ, din diferite regiuni ale Republicii 

Moldova, identificate Ἠi depozitate ulterior ´n ColecἪia NaἪionalŁ de Microorganisme Nepatogene 

din cadrul Institutului de Microbiologie Ἠi Biotehnologie al AἧM Ἠi ´n ColecἪia RamuralŁ a 

Laboratorului de Biotehnologii Alimentare IἧPHTA. Schema izolŁrii Ἠi studierii izolatelor 

naturale ´n scopul valorificŁrii lor ´n biotehnologia produselor lactate este prezentatŁ ´n Figura 

2.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2.1. Schema cercetŁrilor asupra izolatelor naturale de bacterii lactice. 

Izolarea culturilor pure de microorganisme lactice din specia S. thermophilus s-a efectuat 

prin inoculŁri periodice (de 10-15 ori)  ´n lapte degresat steril p©nŁ la formarea coagulului dens. 
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Fiecare probŁ a fost ´nsŁm©nἪatŁ ´n 6 eprubete, dintre care 2 au fost incubate ´n termostat la 30 

ÁC, 2 ï la 37 ÁC Ἠi 2 ï la temperatura de 45 ÁC. 

Selectarea tulpinilor autohtone de S. thermophilus a fost efectuatŁ ´n conformitate cu 

schema prezentatŁ ´n Figura 2.2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

biotehnologicŁ pentru industria produselor lactate. 

Descrierea detaliatŁ a izolatelor bacteriene obἪinute sunt prezentate ´n capitolul 3 

òSelectarea tulpinilor autohtone noi de Streptococcus thermophilusò. Ċn baza tulpinilor autohtone 

selectate au fost elaborate culturile starter YO1, YO2 Ἠi YO3, care au constituit un obiect de 

studiu aparte. Aceste culturi starter au servit la fabricarea ´n condiἪii industriale a mostrelor de 

iaurt ,  proprietŁἪile cŁrora au fost studiate ´n capitolul final al lucrŁrii.    

2.1.2. Tulpina de referinѿŁ pentru cercetŁri moleculare ï Streptococcus thermophilus A737 

obἪinutŁ din ColecἪia CehŁ de Microorganisme, Brno, Republica CehŁ.  

PoziἪia sistematicŁ: Domeniul Bacteria, Regnul Eubacteria, Filumul Firmicutes, Clasa 

Bacilli, Ordinul Lactobacillales, Familia Streptococcaceae, Genul Streptococcus, Specia 

Streptococcus thermophilus (Orla-Jensen 1919) 

Tulpina posedŁ urmŁtoarele caracteristici: bacterii gram-pozitive, facultativ anaerobe, 

prezintŁ coci plasaἪi ´n lanŞuri de diferite lungimi, celule de formŁ sfericŁ, temperatura optimalŁ 

de creἨtere 37-40 ÁC, metabolizeazŁ lactozŁ cu formarea acidului lactic, aciditatea limitŁ 115-120 

ÁT (pH 4,5), nu se dezvoltŁ ´n prezenἪa NaCl 4%;  
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Fig. 2.3. Aspectul microscopic al S. thermophilus A737 

 Microscopie fotonicŁ, puterea de mŁrire 100x (Autor CartaἨev A.). 

2.1.3. Tulpina de referinѿŁ pentru cercetŁri moleculare ï Streptococcus thermophilus 

1241 obἪinutŁ din ColecἪia de Microorganisme a Departamentului de microbiologie, biologie 

molecularŁ Ἠi biotehnologie al Institutului de Cercetare a Alimentelor din cadrul Centrului 

NaἪional de AgriculturŁ Ἠi Produse Alimentare din Bratislava, Slovacia. Tulpina posedŁ 

proprietŁἪi caracteristice speciei S. thermophilus. Aspectul microscopic al tulpinii este prezentat 

´n Figura 2.4. 

 

Fig. 2.4. Aspectul microscopic al S. thermophilus 1241 

microscopie fotonicŁ, puterea de mŁrire 100x (Autor CartaἨev A.). 

2.1.4. Tulpina de referinѿŁ pentru cercetŁri moleculare Lactobacillus casei 4791, 

obἪinutŁ din ColecἪia de Microorganisme a Departamentului de microbiologie, biologie 

molecularŁ Ἠi biotehnologie al Institutului de Cercetare a Alimentelor din cadrul Centrului 

NaἪional de AgriculturŁ Ἠi Produse Alimentare din Bratislava, Slovacia.  

PoziἪia sistematicŁ: Domeniul Bacteria, Regnul Eubacteria, Filumul Firmicutes, Clasa 

Bacilli, Ordinul Lactobacillales, Familia Lactobacillaceae, Genul Lactobacillus, Specia 

Lactobacillus casei (Orla-Jensen 1919). 

Aspectul tulpinii: prezintŁ bacili de forma Ἠi lungime diversŁ, Gram-pozitivi, facultativ 

anaerobi, nu formeazŁ spori, celule sunt imobile. FormeazŁ coagulul ´n lapte dupŁ 48 ore la 

temperatura de 30ÁC, nu formeazŁ CO2 Ἠi citrat de sodiu, rezistent ´n mediul cu NaCl de 

concentraἪie 6%. Aspectul microscopic este prezentat ´n Figura 2.5. 
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Fig. 2.5. Aspectul microscopic al Lactobacillus casei 4791 

  microscopie fotonicŁ, puterea de mŁrire 100x. (Autor CartaἨev A.). 

2.1.5. Tulpini de bacterii din specia Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus din ColecἪia 

RamuralŁ de Bacterii Lactice (DirecἪia Tehnologii Alimentare, IἧPHTA). 

Caracteristici ale speciei: bacili, imobili, nu formeazŁ spori, Gram+, anaerobi sau facultativ 

anaerobi. Ċn general nu produc catalaza Ἠi citocrom-oxidazŁ, nu reduc azotaŞii, nu lichefiazŁ 

gelatina. Au activitate proteoliticŁ ĸi lipoliticŁ redusŁ, fermenteazŁ lactoza, maltoza, zaharoza 

(mai ales ´n faza logaritmicŁ de dezvoltare), glucoza, fructoza Ἠi galactoza. Pentru dezvoltare 

necesitŁ substanŞe minerale ĸi toate vitaminele din grupul B. Se dezvoltŁ bine ´n mediul cu pH 

5,5-5,8, dar ĸi la pH 5,0. Se pot dezvolta ´n limite largi de temperaturŁ (5-53ÁC), dar temperatura 

optimalŁ este cuprinsŁ ´ntre 30 ĸi 45ÁC. 

2.1.6. Cultura de referinѿŁ Escherichia coli (ATCCÈ 25922Ê) a fost oferitŁ de cŁtre 

laboratorul specializat al Centrului NaἪional de SŁnŁtate PublicŁ.  

PoziἪia sistematicŁ: Domeniul Bacteria, Regnul Bacteria, Filumul Proteobacteria, Clasa 

Gama Proteobacteria, Ordinul Enterobacteriales, Familia Enterobacteriaceae, Genul Escherichia, 

Specia Escherichia coli (Migula 1895). 

PrezintŁ bacili Gramïnegativi din grupa bacteriilor coliforme.  AceastŁ tulpinŁ se dezvoltŁ 

´n condiἪii aerobe,  pe mediul tripticazŁ soia (lichid sau gelozŁ), cu temperatura optimŁ de 

cultivare 37ÁC. Tulpina este recomandatŁ ´n calitate de tulpinŁ de referinἪŁ pentru determinarea 

susceptibilitŁἪii la antibiotice. 

2.1.7. Cultura de referinѿŁ Staphylococcus aureus (ATCCÈ 25923Ê), oferitŁ de cŁtre 

laboratorul specializat al Centrului NaἪional de MedicinŁ PreventivŁ. 

PoziἪia sistematicŁ: Domeniul Bacteria, Regnul Eubacteria, Filumul Firmicutes, Clasa 

Bacilli, Ordinul Bacillales, Familia Staphylococcaceae, Genul Staphylococcus, Specia 

Staphylococcus aureus (Rosenbach 1884). 

PrezintŁ bacterii Gram-pozitive aerobe, de formŁ sfericŁ, lipsite de capsulŁ, care la 

microscop apar sub forma unor aglomerŁri asemŁnŁtoare unui ciorchine. La cultivare pe medii 
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solide formeazŁ colonii mari, sferice, de culoare galben-aurie.  Tulpina se cultivŁ pe mediul 

tripticazŁ soia (lichid sau gelozŁ), cu temperatura optimŁ de cultivare 37 ÁC. 

 

2.2. Mediile nutritive utilizate ´n studiu  

Pentru cultivarea bacteriilor lactice din specia S. thermophilus au fost utilizate mediile 

nutritive dupŁ cum urmeazŁ:  

- Laptele degresat sterilizat. Laptele degresat (natural sau restabilit) se sterilizeazŁ la 1 

atm, ceea ce corespunde temperaturii de (121Ñ2) ÁC, ´n eprubete sau vase de sticlŁ cu volum de 

0,1 - 2 l  timp de  p©nŁ la 10 min. Un indice indirect de eficacitate a procesului de sterilizare este 

obŞinerea culorii crem-deschis a laptelui [156]; 

- Lapte hidrolizat. Laptele degresat se sterilizeazŁ la 0,2 MPa timp de 10-15 min. ĸi se 

rŁceĸte p©nŁ la 45 ÁC. Laptele astfel obŞinut trebuie sŁ prezinte o culoare de nuanἪŁ crem. Se 

stabileĸte pH-ul 7,6 - 7,8 cu ajutorul soluŞiei de NaOH ĸi se adaugŁ 0,5 - 1 g / l pancreatina; peste 

c©teva minute se adaugŁ 5 ml de cloroform. Vasul se ´nchide cu un dop ĸi se termostateazŁ timp 

de 24 ore la temperatura de 40 ÁC. Primele c©teva ore vasul se agitŁ periodic ĸi se deschide 

pentru eliminarea vaporilor de cloroform. DupŁ termostatare se formeazŁ un hidrolizat, care se 

filtreazŁ prin h©rtie de filtru. Hidrolizatul obἪinut se dilueazŁ cu apŁ ´n proporŞie de 1:1; 1:2, cu 

pH 6,8 - 7,0, la care dupŁ caz se adaugŁ alte componente necesare [156]; 

- Mediul pentru determinarea fermentŁrii hidraŞilor de carbon. La 100 ml lapte hidrolizat 

steril (pH 6,7 - 6,8) se adaugŁ 1 ml soluŞie sterilŁ de indicator Andrade. HidraŞii de carbon se 

adaugŁ ´n formŁ de soluŞie de 10 %, sterilizatŁ la vapori curenŞi [156]; 

- Laptele turnesolat. Se obἪine prin adŁugarea la laptele degresat a 5 - 10 % soluŞie apoasŁ 

de turnesol ĸi 10 % soluŞie de hidrocarbonat de sodiu p©nŁ la apariŞia culorii tipice albastru-

violet. Se sterilizeazŁ la vapori curenŞi 3 zile la r©nd c©te 20 min. SoluŞia de turnesol se obŞine ´n 

modul urmŁtor: turnesolul se mojareazŁ, se adaugŁ o cantitate de 10 ori mai mare de alcool de 

96% o ĸi se extrage la 37 ÁC timp de 3 zile, schimb©nd zilnic alcoolul; sedimentul se usucŁ ´n 

termostat, se adaugŁ o cantitate de 10 ori mai mare de apŁ distilatŁ, se menŞine 3 zile la 37 ÁC 

dupŁ care se filtreazŁ ĸi se sterilizeazŁ la 0,5 atm timp de 30 min [156]; 

- Mediu agarizat ´n bazŁ de lapte hidrolizat. Ċn lapte hidrolizat se adaugŁ 1,5 - 1,8% de 

agar-agar. Se lasŁ pentru 20 - 30 min sŁ se ´nmoaie, apoi se topeĸte la 1 atm timp de 15 min. 

Mediul obŞinut se distribuie ´n vasele cu volumul necesar ĸi se sterilizeazŁ 10 min la 1 atm 

(121Ñ2) ÁC [156]. 

- Mediul M 17 pentru izolarea S. thermophilus 

CompoziἪia mediului: peptonŁ (1) ï 2,5 g; peptonŁ (2) ï 2,5 g; peptonŁ (3) ï 5,0 g; extract 

de drojdie ï 2,5 g;  extract de carne ï 5,0 g; glicerofosfat ï 19,0 g; sulfat de magneziu ï 0,25 g; 
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acid ascorbic ï 0,5 g; agar ï 9 -18 g; apŁ distilatŁ - 950 ml. Amestecul Ἠi se ́ ncŁlzeἨte p©nŁ la 

dizolvarea completŁ a componentelor, apoi se rŁceἨte p©nŁ la temperaturŁ 50Ñ2 ÁC, pH-ul 

7,2Ñ0,2. Mediul preparat se sterilizeazŁ la o temperaturŁ de 121Ñ1 ÁC timp de 15Ñ1 min. 

- Mediul tripticazŁ soia. CompoziἪia mediului pentru un litru de apŁ purificatŁ: extract de 

cazeinŁ 15,0 g; extract de soia 5,0 g; clorurŁ de sodiu 5,0 g; agar 15,0 g. pH 7,3 Ñ 0,2 se 

ajusteazŁ ĸi/sau completeazŁ ´n funcŞie de necesitŁŞi pentru a corespunde criteriilor de 

performanŞŁ. 

 

2.3. Metodele de cercetare 

Pentru realizarea lucrŁrii au fost utilizate metode microbiologice, biochimice, fizico-

chimice clasice de investigare a bacteriilor lactice. Produsele lactate fermentate obἪinute au fost 

caracterizate conform standardelor corespunzŁtoare. La fel, ´n scopul identificŁrii tulpinilor noi 

selectate,  au fost utilizate metode ale biologiei moleculare: izolarea, purificarea Ἠi cuantificarea 

ADN-ului;  amplificarea fragmentelor  ADNr 16S cu utilizarea reacἪiei de polimerizare ´n lanἪ 

(PCR- Polimerase Chaine Reaction) urmatŁ de analiza electroforeticŁ a  produἨilor de 

amplificare; determinarea variabilitŁἪii genetice a tulpinilor selectate prin amplificarea 

secvenἪelor repetitive ale ADN-ului (tehnica Rep-PCR); spectroscopia ´n infraroἨu cu 

transformanta Fourier (FT-IR). Pentru optimizarea mediilor de culturŁ au fost utilizate metode 

matematice de planificare, iar datele experimentale au fost prelucrate statistic.  

2.3.1. Microscopie 

Studierea proprietŁἪilor morfologice ale bacteriilor lactice selectate a fost realizatŁ prin 

microscopie fotonicŁ, utiliz©nd microscopul binocular Zeiss AxioImager M2 Microscope 

(Canada); analizele microscopice a fost efectuate cu obiectivul de imersie cu puterea de mŁrire 

100x. S-a estimat mŁrimea, forma, amplasarea celulelor, absenἪa bacteriilor strŁine ´n frotiu. 

Vizualizarea coloniilor S. thermophilus a fost efectuatŁ cu ajutorul microscopului 

stereoscopic ʄɹʉ-6 cu putere de mŁrire 6x. 

Studierea microstructurii iaurtului a fost realizatŁ la microscopul binocular KRUSS, 

MBL2000, OPTECH (Germania) la obiectivul cu  puterea de mŁrire 40x. 

Fotografiile au fost obἪinute cu ajutorul camerei digitale Power Shot SX170 (CANON, 

Japonia). 

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

colorate prin  coloraἪia simplŁ cu albastru de metilen Ἠi coloraἪia diferenἪialŁ ï coloraἪia Gram. 
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ColoraἪia simplŁ cu albastru de metilen  

Ċn calitate de colorant se utilizeazŁ soluŞia de albastru de metilen de 1%. Pe suprafaŞa 

preparatului uscat se adaugŁ 1-2 picŁturi de albastru de metilen, se coloreazŁ 1-2 minute. Apoi 

frotiul se spalŁ cu apŁ distilatŁ p©nŁ la obŞinerea culorii albastrŁ-palŁ, urmatŁ de uscare [156]. 

ColoraἪia  Gram  

Frotiul pregŁtit se usucŁ la temperatura camerei ĸi apoi se fixeazŁ asupra flŁcŁrii. Se 

acoperŁ frotiul fixat cu soluἪie apoasŁ de violet de  genŞianŁ Ἠi se lasŁ timp de 2ð3 minute. 

Colorantul se ´nlŁturŁ Ἠi frotiul se acoperŁ cu soluŞia Lugol pentru 1-2 minute. Mordantul se 

´ndepŁrteazŁ iar frotiul se spalŁ cu amestec alcool etilic ï acetonŁ p©nŁ c©nd amestecul de spŁlare 

nu se mai coloreazŁ . Lama microscopicŁ se spalŁ rapid cu apŁ distilatŁ Ἠi se acoperŁ cu fucsinŁ 

timp de 30-60 sec. Se ́ ndepŁrteazŁ fucsina Ἠi se spalŁ frotiul cu apŁ de robinet, dupŁ uscare se 

examineazŁ la microscop cu obiectivul cu imersie.  

Bacteriile Gram pozitive rezistŁ la decolorare, rŁm©n©nd colorate ´n violet, iar cele Gram 

negative sunt decolorate de alcool-acetonŁ Ἠi recolorate ´n roἨu-roz [156]. 

2.3.2. Determinarea numŁrului de microorganisme aerobe mezofile ѽi facultativ anaerobe 

NumŁrul total de bacterii, drojdii Ἠi micromicete ´ntr-un 1ml de produs testat a fost 

determinat prin ´nsŁm©nἪarea ´n profunzime a suspensiei diluate succesiv pe mediu nutritiv solid 

conform standardului SM EN ISO 4833-1:2014. Pentru aceasta, s-a preparat o serie de diluἪii 

succesive ´n cutii Petri Ἠi incubate la temperatura 30Ñl ÁC timp de 48 ore [28]. 

Ċn culturile pe medii nutritive dense, toate coloniile crescute sunt numŁrate pentru a 

estima numŁrul total de microorganisme viabile ´ntr-o probŁ de produs. Coloniile se numŁrŁ 

vizual  cu ajutorul unei lentile cu o mŁrire de Ἠase ori sau un dispozitiv special conceput pentru 

numŁrarea coloniilor. 

2.3.3. Determinarea numŁrului de bacterii lactice 

Dintr-un 1 ml de coagul format de o tulpinŁ se preparŁ o serie de diluἪii zecimale, astfel 

´nc©t sŁ fie posibilŁ determinarea numŁrului de bacterii lactice viabile.  

NumŁrul de bacterii lactice a fost determinat printr-o serie de diluἪii a c©te 1 cm
3  
´n douŁ 

r©nduri paralele de tuburi cu lapte degresat steril, efectuat ´n conformitate cu metoda indicatŁ ´n 

standardul GOST 10444.11 [20]. 

Pentru calcularea numŁrul total de bacterii lactice se evalueazŁ ultimele trei diluἪii ´n care 

laptele a fost coagulat. Se compune o caracteristicŁ numericŁ constituitŁ din trei cifre care indicŁ 

numŁrul de eprubete cu lapte coagulat. Prima cifrŁ corespunde diluἪiei ´n care laptele a fost 

coagulat ´n douŁ eprubete succesive. UrmŁtoarele cifre indicŁ numŁrul eprubetei cu lapte 

coagulat ´n douŁ diluἪii paralele. 
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Conform caracteristicilor numerice se gŁseἨte cel mai probabil numŁr de microorganisme 

lactice care se ´nmulἪeἨte cu cifra de diluἪie de la care ´ncepe caracteristica numericŁ [20]. 

2.3.4. Identificarea bacteriilor coliforme  

Dintr-un 1 g de produs se preparŁ diluἪia primarŁ printr-o serie de diluἪii zecimale, ´nc©t sŁ 

fie posibilŁ determinarea numŁrului estimat de bacterii coliforme sau cantitatea prevŁzutŁ ´n 

documentul de reglementare pentru un anumit produs. Fiecare diluἪie (´n triplicat) se introduce ´n 

eprubete cu mediu nutritiv pregŁtit conform standardului GOST 30518 [22]. Eprubetele se 

termostateazŁ la temperatura de 37Ñ1 Á C timp de 24Ñ2 ore. DacŁ nu se observŁ formarea bulelor 

de gaz sau o turbiditate ce ar ´mpiedica detectarea gazului, incubarea continuŁ ´ncŁ 24Ñ2 ore. 

Eprubetele ´n care se observŁ formarea gazului dupŁ 24Ñ2 ore sau dupŁ 48Ñ2 ore sunt 

considerate pozitive. 

2.3.5. Identificarea  drojdiilor ѽi micromicetelor 

A fost efectuatŁ conform standardului GOST 10444.12 [21]. 1 g de produs se ´nsŁm©nἪeazŁ 

´n douŁ cutii Petri pe mediu solid, topit Ἠi rŁcit la 45Ñ1 ÁC. Ċn paralel, se toarnŁ 15-20 ml de 

mediu ´ntr-o cutie Petri pentru a verifica sterilitatea acestuia. Cutiile Petri se incubeazŁ ´n 

condiἪii aerobe la temperatura de 25Ñ1 Á C timp de 5 zile. DupŁ 3 zile de incubare se efectueazŁ 

evaluarea preliminarŁ al numŁrului de colonii crescute, iar dupŁ 5 zile - numŁrul final. La 

necesitate, ´n cazul ´n care dupŁ 5 zile de incubare nu au fost depistate culturi de mucegaiuri Ἠi 

(sau) drojdii, pentru detectarea micromicetelor Ἠi drojdiilor de creἨtere lentŁ, culturile sŁ lasŁ la 

temperatura camerei  timp de 1-2 zile suplimentar.  

2.3.6. Identificarea microorganismelor patogene, inclusiv Salmonella 

Bacteriile din genul Salmonella pot fi prezente ´n produs ´n cantitŁἪi mici, de r©nd cu un 

numŁr mare de alte bacterii din familia Enterobacteriaceae sau din alte familii. Prin urmare, este 

obligatorie ́ mbogŁἪirea prealabilŁ a culturii, necesarŁ pentru detectarea unui numŁr mic de 

bacterii din genul Salmonella. Conform Standardului SM EN ISO 6579,  25 g de produs supus 

analizei se ´ncŁlzeἨte p©nŁ la 37Ñ1 ÁC Ἠi se suspendŁ  ´n  apŁ peptonatŁ tamponatŁ, urmat de 

incubare la 37Ñ1 Á C timp de 18Ñ2 ore. Culturile incubate se ´nsŁm©nἪeazŁ pe mediul agarizat Ἠi 

termostateazŁ  la 37Ñ1 ÁC timp de 24Ñ3 ore [29]. Coloniile suspectate a fi din genul Salmonella 

se identificŁ ulterior prin teste biochimice Ἠi serologice specifice. 

2.3.7. Identificarea cantitativŁ a Staphylococcus aureus.  

Toate mediile pentru identificarea Staphylococcus aureus se pregŁtesc conform metodelor 

indicate ´n Standardul SM SR EN ISO 6888-2 [30]. 1 g de produs supus analizei se suspendŁ ´n 

mediul nutritiv selectiv lichid. Eprubetele se incubeazŁ la 37 ÁC timp de 24-48 ore. PrezenἪa 

estimativŁ a stafilococilor coagulazo-negativi ́ n mediul lichid se determinatŁ conform gradului 

de turbiditate a mediului. SuprafaἪa mediului selectiv diagnostic agarizat se ´nsŁm©nἪeazŁ cu 
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inoculat din eprubetele estimate ca pozitive dupŁ 24 de ore Ἠi din toate eprubetele  dupŁ 48 h. 

Culturile se termostateazŁ la temperaturŁ de 37 ÁC timp de 24-48 ore. 

PrezenἪa prezumtivŁ a stafilococilor se determinŁ dupŁ prezenἪa coloniilor tipice. 

Confirmarea rezultatelor se efectueazŁ prin studierea coloraἪiei Gram, activitŁἪii catalazei Ἠi 

coagulazei. Confirmarea stafilococilor coagulazo-pozitivi se realizeazŁ prin determinarea 

formŁrii acetonei, fermentŁrii ´n condiἪii aerobe a maltozei Ἠi, dacŁ este necesar, determinarea 

activitŁἪii nucleazei termostabile Ἠi activitŁἪii hemolitice [30]. 

2.3.8. Determinarea duratei de coagulare a laptelui 

Activitatea fermentativŁ a tulpinilor de bacterii lactice din specia S. thermophilus a fost 

estimatŁ pe mediul cu lapte degresat. Ċn eprubetele cu lapte s-a adŁugat 3-5% de cultura cercetatŁ 

Ἠi s-a observat durata de coagulare a laptelui [156]. 

2.3.9. Evaluarea activitŁѿii de acidifiere   

Activitatea de acidifiere a tulpinilor de bacterii S. thermophilus  a fost evaluatŁ dupŁ gradul 

de micἨorare a pH-lui laptelui fermentat de cŁtre tulpina respectivŁ. Bacteriile au fost incubate ´n 

lapte degresat steril la temperatura 40 ÁC timp de 3, 6, Ἠi 8 ore. MŁsurarea pH-lui s-a efectuat cu 

ajutorul pH-metrului electronic HANNA (Germania). Aciditatea titrabilŁ a laptelui a fost 

determinatŁ ´n conformitate cu standardul GOST 3624 [19]. Metoda constŁ ´n titrarea acizilor Ἠi 

a sŁrurilor acide din lapte cu o soluἪie de hidroxid de sodiu, ´n prezenἪa unui indicator. Aciditatea 

titrabilŁ se mŁsoarŁ ´n grade Turner (TÁ). Aciditatea laptelui este cantitatea de soluἪie de hidroxid 

de sodiu de 0,1 mol/L (´n ml) , utilizat la titrarea a 10 ml de lapte, multiplicat x 10. Ċnainte de 

analizŁ se preparŁ soluἪii standard de culoare roz: ´ntr-un balon de 100 sau 250 ml se adaugŁ 10 

ml de lapte, 20 ml de apŁ distilatŁ Ἠi 1 ml soluἪie de sulfat de cobalt pentahidrat (CoS04Ā5H20), 

obἪin©ndu-se o soluἪie  de 25 g/L de sulfat de cobalt. Amestecul se agitŁ bine. SoluἪia standard 

poate fi pŁstratŁ timp de maximum 8 ore la temperatura camerei. Pentru efectuarea analizei se 

amestecŁ 10 ml de lapte Ἠi 20 ml de apŁ distilatŁ, se adŁugŁ trei picŁturi de soluἪie alcoolicŁ de 

fenolftaleinŁ cu concentraἪia de 10 g/L. Amestecul se agitŁ bine ´n decurs de 1 min. Ἠi se titreazŁ 

cu soluἪie 0,1 mol/L de hidroxid de sodiu p©nŁ la dispariἪia culorii roz [19]. 

2.3.10.  Determinarea capacitŁѿii de fermentare a carbohidraѿilor 

Pentru prepararea mediului pentru determinarea fermentŁrii hidraŞilor de carbon, la 100 ml 

lapte hidrolizat steril (pH 6,7 - 6,8) se adaugŁ 1 ml soluŞie sterilŁ de indicator Andrade. La acest 

mediu se adaugŁ c©te 1% de carbohidrat  (lactozŁ, ramnozŁ, zaharozŁ ĸ.a.) cu concentraἪia de 

10% (supuse sterilizŁrii la 112 ÁC ĸi 0,5 atm.), se adaugŁ tulpina studiatŁ Ἠi se cultivŁ la 

temperatura optimalŁ timp de 48 ore. Se urmŁreἨte schimbarea culorii mediului: culoarea roz 

intens indicŁ cŁ tulpina a fermentat carbohidratul; culoarea roz pal constatŁ o fermentare slabŁ, 

lipsa colorŁrii demonstreazŁ lipsa fermentaŞiei [156]. 
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2.3.11. Descompunerea esculinei 

Pentru determinarea acestui indice, bacteriile se ´nsŁm©nἪeazŁ pe plŁcile Petri conἪin©nd 

mediul cu urmŁtoarea componenἪŁ : peptonŁ din cazeinŁ - 0,5%, extract de carne - 0,3%, citrat 

de fier - 0,05%, esculinŁ - 0,1%, agar - 1,5%, pH - 6,6. Bacteriile se cultivŁ la 42 ÁC timp de 12 

ore. Hidroliza esculinei este indicatŁ de ´nnegrirea mediului din jurul coloniilor [69]. 

2.3.12.  Determinarea capacitŁŞii de sinerezŁ 

Proba de lapte fermentat cu masa cunoscutŁ se menἪine  ´n frigider la 4 ÁC, dupŁ care se 

colecteazŁ  zerul eliminat pe suprafaἪa probei Ἠi se determinŁ masa probei de lapte fermentat fŁrŁ 

zer. Capacitatea de sinerezŁ estre exprimatŁ prin greutatea zerului ´n % fatŁ de greutatea iniἪialŁ a 

probei de lapte fermentat [49, 106]. 

2.3.13. Determinarea duratei de coagulare a laptelui inoculat 

Laptele integral fiert se inoculeazŁ cu 3% de inoculum (dupŁ 16 ï 18 ore dezvoltare), se 

termostateazŁ la temperatura optimŁ p©nŁ la coagulare. Se urmŁreĸte timpul ´n care s-a format 

coagulul. Acest indice exprimŁ la fel ĸi activitatea tulpinii [156]. 

2.3.14.  Determinarea limitei de acidifiere a laptelui  

Ċn 10 ml lapte steril degresat se introduce cu ansa cultura cercetatŁ ĸi se termostateazŁ la 

temperatura optimŁ timp de 7 zile. DupŁ aceasta se determinŁ aciditatea titrantŁ, ce 

caracterizeazŁ limita de acidifiere a laptelui de cŁtre tulpinŁ [23].  

2.3.15.  Determinarea rezistenŞei bacteriilor la temperaturi ´nalte 

RezistenŞa bacteriilor lactice la temperaturile de 60 ÁC ĸi 65 ÁC timp de 30 minute se 

verificŁ ´n felul urmŁtor: laptele degresat ĸi sterilizat se repartizeazŁ ´n eprubete c©te 5 ml ĸi se 

inoculeazŁ tulpina cercetatŁ cu ansa. Se agitŁ pentru omogenizare ĸi se termostateazŁ 4 ore la 

temperatura de 37ÁC. Ċn continuare eprubetele se introduc ´n baia de apŁ la diferite temperaturi 

60ÁC, 63ÁC, 65ÁC, timp de 30 minute, apoi se rŁcesc. Ċn final probele se termostateazŁ la 

temperaturŁ optimŁ ´ncŁ 24 ore pentru a urmŁri dacŁ tulpinile au rezistat la temperaturi. DacŁ au 

rezistat, atunci vor modifica aciditatea mediului sau chiar vor coagula laptele [156]. 

2.3.16. Determinarea calitativŁ a activitŁѿii catalazei  

 ReacἪia calitativŁ de determinare a activitŁἪii catalazei se bazeazŁ pe capacitatea catalazei 

de a descompune peroxidul de hidrogen ´n oxigen Ἠi apŁ. Pe lama cu 1-2 picŁturi de peroxid de 

hidrogen 3% se adaugŁ o picŁturŁ de suspensie a culturii cercetate. Eliminarea bulelor de oxigen 

indicŁ o activitate pozitivŁ.  [156]. 

2.3.17 Determinarea eliminŁrii de CO2  

Metoda constŁ ´n determinarea ridicŁrii nivelului coaguluilui format ´n urma ´ncŁlzirii  

p©nŁ la 90 Áʉ a unei probe de lapte inoculat cu cultura cercetatŁ. Ċn cazul c©nd  cultura formeazŁ 

dioxid de carbon, coagulul devine  spongios ĸi nivelul sŁu deasupra zerului creἨte de la 0,6 p©nŁ 
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la 2-3 cm ĸi mai mult [156]. 

2.3.18.  Determinarea formŁrii amoniacului din argininŁ  

Se preparŁ mediu nutritiv lichid alcŁtuit din peptonŁ - 0,05 g/l,  ʂ2ʅP04 - 0,02 g/l, glucozŁ - 

0,005 g/l , l-argininŁ- 0,03 g/l (ʨH 6,8 - 7,0). La 2 ml mediu steril se descarcŁ o ansŁ de tulpinŁ 

cercetatŁ ĸi se termostateazŁ la  30Áʉ timp de 48 ore. PrezenἪa amoniacului  se determinŁ cu 

ajutorul reactivului  Nessler. ApariἪia sedimentului de culoare portocalie sau maro indicŁ 

capacitatea tulpinii de a hidroliza arginina. DacŁ cultura cercetatŁ nu formeazŁ amoniac, atunci 

mediul rŁm©ne strŁveziu [156]. 

2.3.19.  Determinarea creĸterii ´n mediul cu NaCl 

Ċn mediul de lapte hidrolizat se adaugŁ NaCl ´n cantitate de 2%, 4% ĸi 6,5%. Se inoculeazŁ 

cu tulpinile testate (o ansŁ la 10 ml) ĸi se incubeazŁ la temperatura optimŁ 24 - 48 ore. La 

sf©rἨitul perioadei de termostatare se constatŁ prezenἪa sau absenŞa creἨterii [156]. 

2.3.20.  Determinarea rezistenŞei bacteriilor lactice la mediul alcalin  

Se determinŁ capacitatea de creἨtere a culturii cercetate ´n lapte hidrolizat cu pH alcalin 

stabilit (ʨʅ 9,2 pentru streptococii lactici mezofili), cu ajutorul soluŞiilor sterile de  Na OH (2N) 

ĸi H3PO4 (2N). Culturile se termostateazŁ la temperatura de 30 Áʉ (timp de 48 ore la cercetarea 

streptococilor lactici mezofili). Creĸterea sau lipsa creĸterii se determinŁ vizual dupŁ prezenŞa 

sau lipsa turbiditŁŞii. Se examineazŁ selectiv la microscop [156]. 

2.3.21.  Determinarea dezvoltŁrii ´n mediu cu albastru de metilen  

Testul se efectueazŁ ´n lapte degresat steril cu adaos de 0,1% soluŞie albastru de metilen 

´nsŁm©nŞat cu cultura cercetatŁ, apoi incubat timp de 48 ore la temperatura optimŁ. Se urmŁreĸte 

coagularea ĸi ´nŁlbŁstrirea pe verticalŁ (de sus ´n jos). Se diferenŞiazŁ lactococii termofili, care nu 

sunt rezistenŞi ĸi cei mezofili care se dezvoltŁ ´n mediul cu albastru de metilen [156]. 

2.3.22.  Determinarea creĸterii ´n lapte turnesolat 

Mediul de lapte turnesolat se inoculeazŁ cu cultura cercetatŁ,  se termostateazŁ la 

temperatura de 45 ÁC timp de 24 ore ĸi se urmŁresc modificŁrile: reducerea, acidificarea, 

schimbarea culorii ĸi coagularea laptelui turnesolat. Se diferenŞiazŁ culturile mezofile ĸi cele 

termofile. Tulpinile S. thermophilus coaguleazŁ Ἠi reduc laptele turnesolat [78].  

2.3.23.  Determinarea producerii de acid lactic 

Se urmŁreἨte acumularea de acid lactic dupŁ fermentarea laptelui de cŁtre culturile 

studiate. Aciditatea se determinŁ prin titrare cu NaOH 0,1N. (conform 2.3.9). Pentru determinare 

se ia in consideraἪie faptul ca 1 ml NaOH 0,1N corespunde 0,009 g acid lactic. 

2.3.24.  Metoda de determinare a proprietŁŞilor antagoniste ale bacteriilor lactice  

Pentru determinarea proprietŁŞilor  antagoniste ale bacteriilor lactice a fost utilizatŁ 

metoda godeurilor [136]. Ċn calitate de culturi patogene de referinἪŁ au fost utilizate 
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microorganismele: Staphilococcus aureus  ATCCÈ 25932Ê Ἠi  Escherichia coli ATCCÈ 

25922Ê. Pentru  culturile de referinἪŁ au fost utilizate mediile nutritive specifice fiecŁreia. Pe 

mediul agarizat distribuit ´n plŁci Petri Ἠi populat cu cultura de referinἪŁ respectivŁ au fost 

sfredelite cu sfredel steril godeuri de diametru 6-8mm, care au fost ´nlocuite prin culturi de 

bacterii lactice studiate. Cutiile Petri au fost incubate timp de o zi la temperatura de 37Áʉ. A fost 

determinat diametrul zonei de inhibiἪie a creἨterii tulpinilor patogene de referinἪŁ. [156].  

Diametrul zonelor de lizŁ a celulelor ´n jurul godeurilor  depinde de gradul sensibilitŁŞii 

culturii de referinἪŁ la antibiotice, conform gradaŞiei lui ʄ. Birgher [132]: 

ß zonei p©nŁ la 10 mm ï sensibilitate scŁzutŁ;  

ß zonei 11-15 mm ï sensibilitatea medie; 

ß zonei 15-25 mm ï sensibile;  

ß zonei mai mare de 25 mm ï sensibilitate sporitŁ 

2.3.25.  Izolarea exopolizaharidelor 

Coagulul cu volumul de 100 ml se centrifugheazŁ (8000 rot/min) timp de 30 min la 

ROTINA 38R (HettichÈ, Germania), supernatantul se decantateazŁ ´ntr-un balon separat. La 

sediment se adaugŁ 2-4 mL  apŁ distilatŁ, se agitŁ bine, se centrifugheazŁ din nou Ἠi se 

decanteazŁ. OperaἪiunea de spŁlare a coagulului se repetŁ de 5 ï 7 ori p©nŁ la reacἪia negativŁ a 

supernatantului la carbohidraἪi, determinatŁ prin metoda fenol sulfuricŁ (la 1mL de supernatant 

se adŁugŁ 1mL de soluἪie apoasŁ de fenol  5% Ἠi 5 mL de acid sulfuric concentrat) . Ċn prezenἪa 

carbohidraἪilor lichidul din eprubetŁ devine roἨu de diferitŁ intensitate ´n funcἪie de cantitatea 

glucidelor [32]. Supernatantele acumulate se reunesc, proteinele se precipitŁ cu soluἪie de acid 

tricloracetic 50%, prin adŁugare a 90 mL
 
de acid la 10 mL

 
de supernatant. Proteinele precipitate 

se separŁ prin centrifugare la 3000 rot/min timp de 90 min. La supernatant se adŁugŁ un volum 

dublu de etanol (96%), Ἠi se menἪine la temperatura de 2 - 4 ÁC timp de 24 ore. Precipitatul 

obἪinut, se separŁ de supernatant prin centrifugare la 3000 rot/min timp de 90 min, se usucŁ p©nŁ 

la o greutate constantŁ ´ntr-un exsicator cu clorurŁ de calciu, timp de 48 ore  [65]. 

2.3.26. Asocierea tulpinilor pentru obѿinerea culturilor starter pentru iaurt 

Ċntr-un pahar conic Erlenmayer cu lapte degresat steril se adaugŁ c©te 0,5% suspensie de 

fiecare tulpinŁ. Paharele se plaseazŁ ´n incubator la 43Ñ1 ÁC. Se monitorizeazŁ timpul de formare 

a coagulului. Peste 3 ore de la ´nceputul incubŁrii se verificŁ rata de creἨtere a ambelor tipuri de 

microorganisme prin examinare microscopicŁ. Se selecteazŁ combinaἪiile care au coagulat 

laptele minimum ´n 3 ore Ἠi pe frotiul microscopic al cŁrora se observŁ cel puἪin 2-3 bacterii 

lactice Ἠi o dezvoltare abundentŁ a streptococilor [156]. De regulŁ, culturile starter pentru iaurt se 

compun din speciile S. thermophilus Ἠi Lb. bulgaricus av©nd o activitate medie de acidifiere a 

laptelui timp de 5-7 ore. Culturile starter se prepararŁ dupŁ schema prezentatŁ ´n figura 2.6. 
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Fig.2.6. Schema de obἪinere a culturilor starter pentru iaurt. 

2.3.27.  Determinarea caracteristicilor organoleptice ale culturilor starter 

Laptele pasteurizat la temperatura de 43Ñ1 ÁC se inoculeazŁ cu 1-1,5% de culturŁ. 

Fermentarea laptelui se efectueazŁ la aceeaἨi temperaturŁ; dupŁ formarea coagulului dens laptele 

fermentat se  rŁceἨte Ἠi se plaseazŁ ´n frigider la 4Ñ2 ÁC. A doua zi se face degustarea Ἠi se  

selecteazŁ culturile care au format coagul dens, cu aromŁ de lapte curat Ἠi gust caracteristic [156]. 

2.3.28.  Determinarea stabilitŁѿii culturilor starter 

Pentru acest test culturile starter se cultiva la temperatura 43Ñ1 ÁC ´n lapte degresat steril 

timp de 15 zile. Ċn eprubete cu lapte degresat steril se introduce 1% de culturŁ starter. Incubarea 

se face p©nŁ la obἪinerea coagulului, dar nu mai mult de 3 ore. Apoi coagulul se studiazŁ prin 

microscopie pentru a observa raportul tulpinilor de S. thermophilus Ἠi  L.  bulgaricus. PrezenἪa a 

5-15 bacili ´n c©mpul vizual cu dezvoltare abundentŁ a streptococilor este cel mai favorabil 

raport de microorganisme [156]. 

2.3.29.  Determinarea viscozitŁѿii produsului 

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

BROOKFIELD DV-III, gestionat de un calculator personal cu ajutorul programului Rheocalc 32. 
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MŁsurŁrile se efectueazŁ cu viteza de rotaἪie a axului de p©nŁ la 200 rot/min la temperatura de 25 

ÁC [144]. 

2.3.30.  Determinarea conŞinutului de grŁsime prin metoda acido-butirometricŁ 

Determinarea conἪinutului de grŁsime se efectueazŁ conform SM ISO 11870 [27]. Ċn 

butiromertul pentru lapte se pun 10 mL acid sulfuric, 5 mL produs lactat acid ĸi 6 mL de apŁ 

distilatŁ. Apoi se adaugŁ 1 mL de alcool izoamilic. Se astupŁ  butirometrul cu un dop de cauciuc 

prin ´nĸurubare ĸi se omogenizeazŁ. DupŁ omogenizare, se centrifugheazŁ timp de 5 minute la 

1000-1200 rot /min, apoi se pune la baia de apŁ cu temperatura de 65Ü C. Pe tija butirometrului 

se citeĸte conŞinutul de grŁsime, iar valoarea indicatŁ se ´nmulŞeĸte cu 2,2. 

2.3.31. Determinarea microstructurii iaurturilor 

Mostrele de iaurt congelate la temperatura de minus 18ÁC au fost uscate la temperatura 

camerei Ἠi colorate timp de 10 min cu Erlich-hematoxilinŁ,  apoi cu o soluἪie apoasŁ de eozinŁ. 

Studierea microscopicŁ a fost efectuatŁ la microscopul optic binocular (OPTECH, Biostar 

B3,Germany) [167]. Fotografiile au fost obἪinute cu ajutorul camerei digitale PowerShot SX170 

(CANON, Japonia). 

2.3.32.  Determinarea conѿinutului apei ´n concentratele bacteriene. 

ConἪinutul apei  ´n concentratele bacteriene liofilizate se efectueazŁ conform GOST 3626 

[20]. Ċntr-o fiola se introduc 10ï15 g nisip, se usucŁ timp de 30 min in etuva la temperatura de 

103Ñ2Á C. Apoi fiola se ´nchide cu capac, se scoate din etuvŁ Ἠi se rŁceἨte ´ntr-un desicator la 

temperatura camerei. DupŁ rŁcire fiola se c©ntŁreἨte cu o eroare de Ñ 0,001 , apoi se adaugŁ 10 g 

de probŁ c©ntŁritŁ cu o eroare de Ñ 0,001 g, se amestecŁ bine cu nisipul din fiolŁ Ἠi se plaseazŁ ´n 

etuva de uscare la o temperaturŁ de 103 ÁC. Uscarea se efectueazŁ timp de 4Ñ0,1 ore de la 

momentul ´n care temperatura din etuvŁ atinge 103 ÁC. DupŁ 4 ore fiola se ´nchide cu capac, se 

scoate din etuvŁ Ἠi se rŁceἨte la temperatura camerei ´ntr-un desicator. Apoi, se c©ntŁreἨte cu o 

eroare de Ñ 0,001 g. DacŁ modificarea masei este mai mare de 0,1% din masa iniἪialŁ a probei, 

atunci uscarea se repetŁ p©nŁ c©nd masa nu va deveni constantŁ. 

ConἪinutul de apa se calculeazŁ dupŁ formula: 

,100(%)
1

21 Ö
-

-
=

GG

GG
ApŁ             (2.1) 

unde:  G ï masa fiolei cu nisip, (g);  

G1 ï masa fiolei cu nisip Ἠi proba ´nainte de uscare (g); 

G2 ï masa fiolei cu nisip Ἠi proba dupŁ uscare (g); 

100 ï factor de conversie ´n procente. 
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2.3.33.  Izolarea ѽi purificarea ADN-ului 

O colonie de culturŁ purŁ a unei tulpini bacteriene, dupŁ cultivarea pe mediu solid (M17 

gelozŁ) se inoculeazŁ ´n 5 mL de mediu lichid (M17 bulion) Ἠi se incubeazŁ timp de 24 de ore la 

37ÁC.  Separarea celulelor bacteriene se realizeazŁ prin centrifugarea 1 ml de suspensie 

bacterianŁ  timp de 10 minute la 5000 rot/min. Se ´ndepŁrteazŁ supernatantul, sedimentul se 

spalŁ cu 500 ml de apŁ distilatŁ sterilŁ Ἠi se centrifugheazŁ din nou (5000 rot/min). Pentru a izola 

ADN-ul din celule se utilizeazŁ kit-ul Blood & Tissue Kit DNeasy (Qiagen). Izolarea ADN-lui 

se efectueazŁ conform  DNeasyÈ Blood & Tissue Handbook ´n mai multe etape: liza celularŁ cu 

detergenἪi, sedimentarea proteinelor Ἠi deproteinizarea cu soluἪii saline concentrate Ἠi solvenἪi 

organici,  sedimentarea ADN-ului cu alcool etilic absolut rece Ἠi recuperarea sa prin centrifugare. 

Ulterior are loc purificarea ADN-ului prin deproteinizare repetatŁ Ἠi tratare cu ARN-azŁ [63]. 

2.3.34. Determinarea concentraѿiei de ADN izolat 

Av©nd ´n vedere faptul cŁ ´n marea majoritate a cazurilor valoarea concentraŞiei de ADN 

este importantŁ pentru manipulŁrile ulterioare ale acestuia, este absolut necesar ca ´nainte de 

determinarea concentraŞiei sŁ se estimeze gradul de puritate a extractului, ĸi respectiv, 

determinarea exactŁ a concentraŞiei [33].  

ConcentraἪia ADN-lui izolat Ἠi purificat a fost determinatŁ prin fluorimetrie. IniἪial, a fost 

construitŁ curba de calibrare, cu utilizarea a 8 concentraἪii 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 mŁsurarea intensitŁἪii fluorescenἪei (excitaἪie la 

420 nm, emisie la 520 nm) a fost utilizat dispozitivul Safire
2 
(Tecan, Grºdig bei Salzburg, 

Austria). Rezultatele mŁsurŁrilor au fost prelucrate cu ajutorul soft-ului Magellan (Tecan). 

2.3.34.  Amplificarea fragmentelor ADNr 16S cu utilizarea reacѿiei de polimerizare ´n lanѿ 

(PCR- Polimerase Chaine Reaction) 

ReacἪia PCR este o metodŁ de amplificare exponenἪialŁ  enzimaticŁ in vitro a unui 

fragment de ADN, constituitŁ din cicluri succesive de replicare a secvenἪei nucleotidice, 

utiliz©nd doi primeri ce flancheazŁ regiunea ἪintŁ Ἠi hibridizeazŁ cu cele douŁ catene ADN, care 

conἪin regiunea ce va fi amplificatŁ. ReacἪia constŁ dintr-o succesiune de etape, ce necesitŁ 

diferite temperaturi de lucru: denaturarea ADN, legarea primerilor Ἠi amplificarea ADN.  

Pentru amplificarea genelor ce codificŁ pentru ARNr 16S au fost utilizaἪi  primerii 

universali 27f (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) Ἠi 1492r  (5'-

TACGGYTACCTTGTTACGACTT) Ἠi aplicatŁ tehnica de amplificare PCR Veriti 96 (Applied 

Biosystems, Foster City, California, SUA) conform protocolului experimental.  ComponenἪa 

amestecului de reacŞie (MasterMix) este prezentatŁ ´n Tabelul 2.1 
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Tabelul 2.1. Componentele Ἠi volumul utilizat la realizarea reacŞiei PCR 

Componentele Volumul (Õl) 

Primer sens 27f 0,3 

Primer antisens 1492r 0,3 

Tampon PCR  2,5 

MgCl2 2,5 

dNTP 200uM 0,5 

Taq ADN PolimerazŁ Cheetah
È
 0,3 

H2O deionizatŁ 15,6 

Tabelul 2.2. Etapele reacŞiei PCR 

TemperaturŁ Ἠi durata 

35 de cicluri 

Etapa iniἪialŁ 

1 ciclu 

Denaturare  Hibridizare Extindere Extensie finalŁ Etapa finalŁ 

95ÁC ï 2 min 94ÁC ï 1 min 54ÁC ï 1 min 72ÁC ï 2 min 72ÁC ï 10 min Ð 4ÁC 

DupŁ finalizarea reacŞiei PCR se efectueazŁ electroforeza ´n gel de agarozŁ pentru 

vizualizarea produselor de amplificare. 

2.3.35.  Electroforeza ´n gel de agarozŁ 

Electroforeza este o metodŁ fizico-chimicŁ ce se bazeazŁ pe fenomenul migrŁrii unor 

particule ´ncŁrcate electric ´ntr-un mediu solid sub acἪiunea unui c©mp electric extern. Principiul 

general al electroforezei acizilor nucleici constŁ ´n faptul cŁ la pH neutru sau alcalin acizii 

nucleici au sarcinŁ totalŁ negativŁ Ἠi vor migra spre electrodul pozitiv. Moleculele migreazŁ ´n 

gel cu viteze diferite, ´n funcἪie de dimensiuni.  

Conform protocolului experimental, se realizeazŁ urmŁtoarele etape: 

 1)Prepararea gelului de  agarozŁ de concentraἪia 1% (0,4 g de agarozŁ ´n 40 ml tampon 

TAE 1X), topirea prin ´ncŁlzire  Ἠi colorarea cu  4 Õl de colorant GelRed pentru a permite 

vizualizarea ulterioarŁ a ADN, turnarea gelului cald  (50ÁC) ´n tŁviἪa tancului de electroforezŁ, 

care se lasŁ timp de 30-40 min la temperatura camerei pentru solidificare.   

2) PregŁtirea probelor de ADN care se amestecŁ cu tamponul ĸi se ´ncŁrcŁ cu mare atenŞie 

´n godeuri cu o pipetŁ automatŁ.  

3) Pornirea electroforezei prin conectarea  la sursa de curent fixatŁ la o tensiune constantŁ 

400 V. Durata migrŁrii este de 60-90 min.  
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4)  Vizualizarea moleculelor ADN din gel cu ajutorul unui transiluminator UV(UVP, 

Upland, California, USA). Ċn calitate de sursa de alimentare se foloseἨte PowerPac Basic (BIO 

RAD, Hercules, California, USA) [63]. 

2.3.36.  Identificarea tulpinilor bacteriene prin tehnica Rep-PCR 

Rep-PCR este o metodŁ de bazŁ ´n biologia molecularŁ potrivitŁ pentru identificarea Ἠi 

clasificarea rapidŁ a microorganismelor. AceastŁ tehnicŁ permite amplificarea secvenἪelor 

repetitive ale ADN-ului organismelor procariote, folosindu-le drept situsuri pentru primerii 

oligonucleotidici. ProduἨii de amplificare se separŁ prin electroforezŁ, fiecare specie sau chiar 

tulpinŁ prezent©nd un profil diferit.    Primerul GTG5 (5 'GTG GTG GTG GTG GTG 3') este 

foarte potrivit pentru tipizarea bacteriilor lactice, metoda Rep-PCR av©nd o facultate 

discriminatorie mai mare ´n diferenἪierea tulpinilor apropiate.   

Pentru tipizarea a 5 tulpini S. thermophilus Ἠi 1 tulpinŁ de referinἪŁ a fost aplicatŁ reacἪia de 

amplificare cu utilizarea primer-ului GTG5, ĸi programul PCR ce include: denaturarea iniŞialŁ (7 

min la 95
0
C), amplificare (40 cicluri, 1 min la 94

0
C, 1 min la 53

0
C, 8 min la 65

0
C), elongare 

finalŁ (16 min la 65
0
C).  ProduἨii de amplificare au fost separaἪi prin electroforezŁ ´n gel de 

poliacrilamidŁ Ἠi evidenἪiaἪi ´n luminŁ UV dupŁ o colorare prealabilŁ cu un colorant specific. 

[33]. 

2.3.37. Spectroscopia ´n infraroѽu cu transformantŁ Fourier (FTIR ï Fourier Transform 

Infrared Spectroscopy) 

Identificarea microorganismelor prin aceastŁ metodŁ se bazeazŁ pe compoziἪia chimicŁ a 

materialului celular. Spectroscopia FTIR are la bazŁ o sursŁ de luminŁ cu radiaἪie infraroἨie, care 

trec©nd prin proba studiatŁ, provoacŁ miἨcŁri sub formŁ de vibraἪii, datoritŁ faptului cŁ legŁturile 

chimice din interiorul moleculelor absorb energie de la fotoni. VibraἪiile oferŁ informaἪii despre 

structura chimicŁ a probei Ἠi apar sub forma unui spectru.   

Toate spectrele tulpinilor de S. thermophilus au fost analizate folosind software-ul OPUS 

pe intervale de frecvenἪŁ spectrale totale (4000-500 cm
-1

) sau pe ferestre spectrale unice: W1 

(3100-2800 cm
-1

) ï regiunea acizilor graἨi; W2 (1800-1500 cm
-1

) ï regiunea amidicŁ; W3 (1500-

1200cm
-1

) ï regiunea mixtŁ care conἪine informaἪii despre proteine, acizi graἨi Ἠi fosfaἪi; W4 

(1200-900 cm
-1

) ï regiunea polizaharidicŁ; W5 (900-700 cm
-1

) ï adevŁrata  amprentŁ digitalŁ ï 

cu vizualizarea c©torva modele spectrale specifice, care ´ncŁ nu sunt atribuite componentelor 

celulare sau grupurilor funcἪionale. 

Bacteriile lactice se cultivŁ ´n mediul M17 (Merck) timp de 16 ore la 37 ÁC cu agitare lentŁ 

de 2 Hz. DupŁ efectuarea diluἪiilor zecimale ´n 0,9% NaCI, un volum de 0,2 ml de suspensie din 

diluἪiile 10-3, 10-4 Ἠi 10-5, se ´nsŁm©nἪeazŁ prin epuizarea ansei pe mediul agarizat M17. 

Culturile  se termostateazŁ timp de 72 ore la 37 ÁC. Din plŁcile Petri, 2-3 colonii separate sunt 
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preluate cu ansa Ἠi suspendate ´n 100 ɛl de apŁ distilatŁ. Suspensia ce conἪine celule ´ntregi se 

agitŁ timp de 1 min, apoi 35 ɛl de suspensie se transferŁ ´n celulele speciale de pe placa de 

mŁsurare spectroscopicŁ. Placa cu probe se usucŁ la 37 ÁC timp de 45 de minute Ἠi imediat sunt 

supuse mŁsurŁrii spectroscopice prin metoda de transmisie la o lungime de undŁ de 4000 cm
-1

 Ἠi 

500 cm
-1

, folosindu-se un spectrofotometru FTIR echipat cu modulul HTS-XT  (Bruker Optics, 

Ettlingen, Germany). Fiecare probŁ se scaneazŁ de 32 de ori, la o rezoluἪie de 4 cm
-1

 Ἠi o vitezŁ 

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 Ἠi vectorul-

normalizare ´n regiunea 1780-720 cm
-1 

[87] 

2.3.38. Procesul de liofilizare a bacteriilor lactice 

Pentru pŁstrarea culturilor de bacterii lactice selectate a fost utilizatŁ staŞia pilot a 

laboratorului de Biotehnologii alimentare a IķPHTA formatŁ din: bioreactorul Biostat Sartorius 

A+, centrifuga cu rŁcire Rotina 38R Ἠi liofilizatorul LABCONCO Freeze Dry System (Figura 

2.7). 

 
  

a) b) c) 

Fig. 2.7. Aparatajul utilizat pentru cultivarea, concentrarea Ἠi liofilizarea bacteriilor lactice: 

a) Bioreactorul Biostat Sartorius A plus; b) Centrifuga cu rŁcire Rotina 38R;  

c) Liofilizatorul LABCONCO. 

Liofilizarea este un procedeu de conservare prin uscare care constŁ ´n eliminarea apei 

dintr-un produs congelat ´n prealabil prin sublimarea sub vid (adicŁ trecerea directa a apei din 

stare solidŁ ´n stare de vapori) Ἠi printr-un aport dirijat de cŁldurŁ [127]. Procesul de liofilizare se 

efectueazŁ prin congelarea Ἠi uscarea suspensiei ´n vid 57 Pa direct din stare congelatŁ, evit©nd 

faza lichidŁ. Ċn aceste condiŞii bacteriile se pŁstreazŁ ´n stare de anabiozŁ cu metabolism limitat. 

Liofilizarea a fost efectuatŁ ´n instalaŞia de marca Labconco, conform procedeului elaborat 

´n Laboratorul de biotehnologii alimentare IἧPHTA [52]. Biomasa bacterianŁ a fost separatŁ de 

lichidul cultural prin centrifugare la 11000 rot/min, timp de 30Ñ2 min. Sedimentul a fost 

resuspendat ´n mediul protector ´n raport de 1:1 Ἠi repartizat a c©te 4 ml ´n flacoane sterile cu 

capacitatea de 10 ml pentru liofilizarea ulterioarŁ. Flacoanele cu suspensie au fost congelate la 
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temperatura de -40ęC. Treptat temperatura s-a ridicat p©nŁ la  +27 ÁC, pentru eliminarea 

maximalŁ a umiditŁἪii. Durata procesului de liofilizare -  20Ñ2 ore. 

2.3.39. Analiza de  regresie 

Analiza de regresie constŁ ´n determinarea relaἪiei expresiei analitice (ecuaἪia de 

regresie), ´n care schimbarea caracteristicilor efective (ex. aciditatea titrabilŁ Ἠi activŁ, numŁrul 

de bacterii viabile) se datoreazŁ influenἪei unui factor (ex. durata de cultivare a tulpinii). Ea se 

realizeazŁ cu scopul de a gŁsi modelul de regresie, care exprimŁ rezultatele experimentelor 

maximal corect (modelul de regresie raἪional).  

- Construirea intervalului de ´ncredere 

Construirea intervalului de incredere a fost efectuatŁ conform cerinἪelor stabilite ´n 

Standardul GOST 8.207 ĂSistem de stat pentru asigurarea uniformitŁἪii mŁsurŁtorilor. MŁsurŁtori 

directe cu observaἪii multiple. Metode de prelucrare a rezultatelor observaἪiilor. Principii de 

bazŁò Ἠi GOST R 50.1.037 ĂRecomandŁri pentru standardizare. Statistici aplicate. Reguli de 

verificare a coinciderii distribuἪiei experimentale cu cea teoreticŁò [18,153]. 

Utiliz©nd MO Excel a fost construite intervalele de ´ncredere pentru parametrii medii ai 

indicilor de aciditate activŁ a laptelui ´n timpul dezvoltŁrii tulpinii (Tab.2.3 Ἠi 2.4).  

- Determinarea punctelor staἪionare dupŁ modelul optimal 

Pentru determinarea punctului ´n care maximumul absolut al funcἪiei poate fi aἨteptat ´n 

regiunea cercetatŁ au fost construite curbele ce descriu cinetica dezvoltŁrii tulpinilor studiate la 

´nceputului fazei logaritmice prin modelul polinomial de ordinul 3 (temperatura de cultivare 32 

ÁC Ἠi 40 ÁC) (fig. 2,8 Ἠi 2.9). 

Tabelul  2.3. Calculul  intervalelor de ´ncredere 

  

  

Timp, ore 

Streptococcus thermophilus CNMN-LB-50 

Aciditatea titrabila, ÁT 

x1 x2 x3 xmed x1-xmed x2-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 5,1 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 

 

 

 



62 

 

Tabelul 2.4. Calculul intervalelor de ´ncredere 

(x1-xmed)Į (x2-xmed)Į (x3-xmed)Į 

Ɇ(xi-

xmed)Į Variation  Confidence Conf 1 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 

 

 

Fig. 2.8. Cinetica dezvoltŁrii tulpinilor producŁtoare de EPS la 32ÁC. 

 

Fig. 2.9. Cinetica dezvoltŁrii tulpinilor producŁtoare de EPS la 40ÁC. 

Ċn toate punctele analizate proximitatea modelului matematic de cel experimental (adicŁ, 

R
2
=l sau 0,99) se obἪine prin aproximarea datelor experimentale, utiliz©ndu-se ecuaἪia 

polinomialŁ de ordinul al treilea. Av©nd ´n vedere cŁ scopul urmŁrit al identificŁrii structurale 
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constŁ ´n obἪinerea modelului optimal de ordinul cel mai mic, presupunem cŁ modelul optimal ar 

fi x
3
. De aceea, modelul polinom de ordinul trei cel mai adecvat descrie rezultatele 

experimentelor.  

A fost important ´nsŁ de a se gŁsi punctul de trecere, folosind metodele de analizŁ 

matematicŁ dupŁ modelul optimal. Prin construirea dependenἪelor experimentale (numŁrul de 

celule ´n timpul cultivŁrii) au fost gŁsite punctele, ´n care poate fi aἨteptat max. absolut al 

funcἪiei ´n zonŁ cercetate. Extremele obἪinute dupŁ modelele matematice sunt relativ apropiate, 

Ἠi coincid aproximativ cu extremele obἪinute ´n cadrul experimentului, ceea ce confirmŁ faptul cŁ 

experimentul a fost efectuat cu exactitate acceptabilŁ. 

Evaluarea comparativŁ ale extremelor modelelor dependenἪei de ordinul al treilea (2
3
) 

este prezentatŁ ´n Tabelul 2.5. 

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

EcuaἪiile de regresie Extremele 

obἪinute ´n 

rezultatul 

experienἪei 

Extremele 

conform 

modelului 

matematic 

x y x y 

Cultivare la temperaturŁ 32ÁC 

y = -0,0189x
3
 + 0,1549x2 + 0,3077x + 5,6165 12 9,02 12,35 8.977 

y = -0,0014x
3
 - 0,0299x

2
 + 0,7217x + 5,1495 14 8,28 12,276 8,148 

Cultivare la temperaturŁ 40ÁC 

y = 0,0203x
3
 - 0,385x

2
 + 2,0546x + 5,6217 5 9,0 4,67 8,984 

y = 0,025x3 - 0,4607x
2
 + 2,4143x + 4,82 5 8,7 5 8,714 

- Analiza de regresie liniarŁ 

Ċn rezultatul prelucrŁrii matematice a datelor experimentale a fost obἪinute ecuaἪiile de 

regresie de ordinul al treilea, care descriu adecvat dependenἪa aciditŁἪii active (y) de durata 

cultivŁrii (x). 

Pentru determinarea modelului optimal din datele experimentale se efectueazŁ 

identificarea structuralŁ Ἠi anume aproximaἪia datelor prin ecuaἪii polinomiale de diferite ordine, 

´n scopul determinŁrii ecuaἪiilor optimale de ordin minimal, cu calculul coeficientului de 

determinare (sau de corelaἪie R
2
), care demonstreazŁ c©t de exact este modelul de regresie 

obἪinut, cu alte cuvinte gradul de proximitate al dependenἪei experimentale Ἠi modelul sŁu 

matematic. Va fi consideratŁ optimalŁ ecuaἪia Ἠi, prin urmare, modelul de ordinul corespunzŁtor, 

coeficientul de determinare al cŁreia va fi egal sau apropiat de 1. Rezultatele sunt prezentate ´n 

Tab. 2.6 Ἠi 2.7. 
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Tabelul 2.6. Identificarea structuralŁ a curbelor experimentale a parametrilor estimaἪi ´n timpul 

dezvoltŁrii tulpinii la temperaturŁ de 32Ñ1 ÁC 

Gradul de 

aproximare 

EcuaἪiile de regresie Coeficientul de 

determinare (R
2
) 

 Aciditatea  

1 y = -0,2632x + 6,9933 RĮ = 0,9445 

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

3 0,0089x3 - 0,1484x
2
 + 0,4279x + 6,2043 RĮ = 0,9853 

 NumŁrul de bacterii viabile  

1 y = 0,3624x + 4,8898 RĮ = 0,9161 

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

3 y = -0,0051x
3
 + 0,0568x

2
 + 0,3234x + 4,5338 RĮ = 0,9935 

4 y = 0,0012x
4
ï 0,0343x

3
 + 0,2894x

2
ï 0,3633x + 5,1037 RĮ = 0,9974 

 Cantitate de EPS  

1 y=7,6986x+2,3178 RĮ = 0,8378 

2 y = -0,1525x
2
 + 9,3764x ï 1,0378 RĮ = 0,8399 

3 y = -0,0667x
3
 + 0,9485x

2
 + 4,2981x + 4,6878 RĮ = 0,8423 

4 y = -0,2183x
4
 + 4,7363x

3
ï 34,201x

2
 + 100,36x ï 70,239 RĮ = 0,9768 

 

Tabelul 2.7. Identificarea structuralŁ a curbelor experimentale a parametrilor estimaἪi ´n timpul 

dezvoltŁrii tulpinii la temperaturŁ de 40Ñ1 ÁC 

Gradul de 

aproximare 

EcuaἪiile de regresie Coeficientul de 

determinare (R
2
) 

 Aciditatea activŁ  

1 y=-0,3238x+6,7667 RĮ = 0,9819 

2 y = 0,0167x
2
ï 0,4571x + 6,9667 RĮ = 0,9898 

3 y = 4E-15x
3
 + 0,0167x

2
 ï 0,4571x + 6,9667 RĮ = 0,9898 

4 y = -0,0018x
4
 + 0,0283x

3
 ï 0,1361x

2
 ï 0,14x + 6,7667 RĮ = 0,9902 

 NumŁrul de celule viabile  

1 y = 0,4982x + 5,5714 RĮ = 0,8794 

2 y = -0,0649x2 + 1,0173x + 4,7929 RĮ = 0,9241 

3 y = -0,0486x3 + 0,5185x2 - 0,9758x + 6,5429 RĮ = 0,9887 

4 y = 0,0078x
4
 - 0,1729x

3
 + 1,1896x

2
 - 2,3691x + 7,4214 RĮ = 0,9921 

 Cantitate de EPS  

1 y = 8,85x + 2,4714 RĮ = 0,6357 

2 y = -3,4x2 + 36,05x - 38,329 RĮ = 0,9172 

3 y = -0,9972x3 + 8,5667x2 - 4,8361x - 2,4286 RĮ = 0,9795 

4 y = 0,1511x
4
 - 3,4154x

3
 + 21,629x

2
 - 31,954x + 14,671 RĮ = 0,9825 
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2.3.40. Planificarea matematicŁ a experienѿelor de optimizare a mediului de protecѿie 

Optimizarea mediului de protecἪie pentru liofilizarea bacteriilor lactice a fost realizatŁ prin 

elaborarea modelelor matematice adecvate privind calculul indicelui de viabilitate a tulpinilor 

liofilizate, lu©nd ´n consideraŞie toate interacŞiunile posibile ´ntre agenἪii de protecἪie utilizaἪi. 

Planificarea matematicŁ a experimentelor presupune elaborarea unei scheme 

experimentale, compuse din date structurate, ´n care sunt reflectate toate combinaŞiile posibile 

´ntre factorii de influenŞŁ. Aceste date definesc matricea experienŞelor sau matricea-sistem al 

experimentului planificat [12]. 

Ċn practica experimentelor planificate, factorilor de influenŞŁ li se atribuie c©te douŁ nivele 

de variaŞie: un nivel superior xsup ĸi un nivel inferior, xinf. Aceste douŁ nivele sunt alese la 

distanŞa egalŁ faŞŁ de nivelul central x0 al factorului de influenŞŁ, numit ĸi nivel de bazŁ sau 

punctul zero, care indicŁ valoarea factorilor de influenŞŁ ´n jurul cŁrora trebuie sŁ se realizeze 

modelarea experimentalŁ. Intervalul limitat de valorile inferioare ĸi superioare ale factorilor de 

influenŞŁ defineĸte domeniul experimental. ToŞi factorii de influenŞŁ pot lua valori ´n acest 

interval de variaŞie considerat. Pentru simplificarea modului de prezentare ĸi ´n vederea 

generalizŁrii matricelor-sistem ale experimentelor factoriale, se aplicŁ o transformare de 

coordonate prin adoptarea urmŁtoarei convenŞii: se ataĸeazŁ nivelului superior al factorului de 

influenŞŁ simbolul "+1", nivelului inferior simbolul "-1", iar punctului central (´n cazul realizŁrii 

experimentului ´n trei nivele de investigaŞie), respectiv simbolul "0" [12]. 

Matricea iniŞialŁ (´n forma codificatŁ) de stabilire a legŁturii matematice ´ntre funcŞia de 

rŁspuns Y ĸi factorii cercetaŞi X este prezentatŁ de formula urmŁtoare: 
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unde: 

Y ï funcŞia de rŁspuns; 

xi,j  ï valoarea codificatŁ a factorului i, j; 

b0, bi, bij ï coeficienŞii ecuaŞiei. 

k ï nivel superior al variabilei naturale; 

Trecerea de la variabilele reale la cele codate este realizatŁ prin efectuarea unei schimbŁri 

de variabilŁ care se obŞine prin schimbarea unitŁŞii de mŁsurŁ ĸi o schimbare a originii sistemului 

de axe de coordonate. CoeficienŞii bi se determinŁ pe baza datelor experimentale obŞinute ´n 

cadrul experienŞelor planificate, efectuate ´ntr-o ordine aleatoare (randomizatŁ). Stabilirea ordinii 

de efectuare a experienŞelor se alege cu ajutorul tabelului datelor cu distribuŞie probabilisticŁ. 
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Tabelul structurat al nivelurilor factorilor determinŁ matricea sistemului, conŞin©nd diferite valori 

pentru factorii xi. 

Matricea sistem al experienἪelor de optimizare a mediului de protecἪie pentru bacterii 

lactice este prezentatŁ ´n tabelul 2.8. 

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

Nr. 

crt.  

Forma codificatŁ 
Cantitatea ´n mediul protector, % (restul 

lapte degresat) 
Y%  

x1 x2 x3 x4 
x1 x2 x3 x4 

glicerol zaharozŁ citrat de sodiu gelatinŁ 

1 +1 +1 +1 +1 30 15 10 10 84* 

2 -1 -1 +1 +1 10 5 10 10 61 

3 +1 -1 -1 -1 30 5 5 2 57 

4 -1 +1 -1 +1 10 15 5 10 90 

5 +1 -1 -1 +1 30 5 5 10 62 

6 +1 +1 +1 -1 30 15 10 2 72 

7 -1 -1 +1 -1 10 5 10 2 58 

8 -1 +1 +1 +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 

11 -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 0 0 0 30 10 7,5 5 73 

17 -1 0 0 0 10 10 7,5 5 75 

18 0 +1 0 0 20 15 7,5 5 95 

19 0 -1 0 0 20 5 7,5 5 62 

20 0 0 +1 0 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 0 0 -1 20 10 7,5 2 88 

24 0 0 0 0 20 10 7,5 5 89 

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

semnificaŞie global 0,05 cu un nivel de ´ncredere de 95%. 

Conform acestei matrice a fost montatŁ experienἪa plurifactorialŁ, ´n baza rezultatelor 

cŁreia a fost obἪinutŁ ecuaἪia de regresie, care descrie veridic (p<0,05) modificarea viabilitŁἪii 

bacteriilor lactice ´n funcŞie de conŞinutul substanἪelor de protecἪie ´n mediul de liofilizare. 

2.3.41. Analiza statisticŁ a datelor 

a. Prelucrarea statisticŁ a datelor privind rezultatele a 3-5 repetŁri obἪinute s-a 

efectuat prin calcularea urmŁtorilor parametri [135]: 
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- Selectarea datelor Ἠi calculul mediei: 
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x
M
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i iä==                                                                                                                              (2.4) 

unde:                  

xi ï valoarea individualŁ a mŁsurŁrii; n ï numŁrul variantelor caracteristicii statistice. 

 

- Calculul variaἪiei eἨantionului Ἠi deviaἪia standard a unui eἨantion: 
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- Calcularea intervalului de ´ncredere pentru o medie: 
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unde: tŬ,n-1 ï Studentôs,  t-distribuἪie; 

 

b. Analiza secvenἪelor obἪinute ´n urma tehnicilor de PCR a fost efectuatŁ cu ajutorul  

softului GelCompar 6.6.11. 

c. Prelucrarea matematicŁ a datelor experimentale conform matricelor experimentelor 

planificate de tip 2
2
, 2

3
 ĸi 2

4
 a fost efectuatŁ cu ajutorul programului MO Excel, interpretarea 

graficŁ a rezultatelor a fost efectuatŁ cu ajutorul MO Excel Ἠi SigmaPlot 11.0.  

 

2.4. Concluzii la capitolul 2 

1. Ċn calitate de obiecte de studiu ´n aceastŁ lucrare au fost utilizate tulpini autohtone de S. 

thermophilus izolate din lapte crud Ἠi din produsele lactate de fermentare spontanŁ Ἠi 

culturi tip de referinἪŁ din diverse colecἪii de microorganisme, care au permis  evidenἪierea 

proprietŁἪilor specifice Ἠi  identificarea  la nivel genetic a tulpinilor selectate. Utilizarea 

tulpinilor autohtone de bacterii lactice ´n cercetŁrile moleculare ´n comparaἪie cu tulpinile 

de referinἪŁ din alte colecἪii oferŁ rezultatelor Ἠi o valoare teoreticŁ pronunἪatŁ ´n aspect 

geografic zonal. 

2. Metodele clasice Ἠi moderne, echipamentele Ἠi mediile nutritive utilizate ´n studiu  asigurŁ 

at©t identificarea fenotipicŁ Ἠi genotipicŁ a tulpinilor  noi autohtone de S. thermophilus,  c©t 

Ἠi descrierea proprietŁἪilor tehnologice ale culturilor starter Ἠi produselor lactate fermentate 

obἪinute  prin utilizarea lor.  
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3. SELECTAREA TULPINILOR AUTOHTOHTONE NOI DE STREPTOCOCCUS 

THERMOPHILUS 

 

Fabricarea produselor lactate fermentate prezintŁ un proces biotehnologic ce se bazeazŁ pe 

activitatea microorganismelor, iar obἪinerea unor produse cu ´nsuĸiri  noi Ἠi calitate garantatŁ 

depinde ´n mare mŁsurŁ de tulpinile microbiene care transformŁ materia primŁ. 

Ċn tehnologia produselor lactate acide s-au realizat puŞine progrese ´n comparaŞie cu cele 

obŞinute la fabricarea altor categorii de produse lactate. Aceste produse se preteazŁ mai greu la 

mecanizarea procesului datoritŁ necesitŁŞii menŞinerii unei anumite consistenŞe caracteristice 

fiecŁrui sortiment, ceea ce exclude manevrarea ´n vrac a produselor. 

Ċn acest context, progresele se pot face simŞite ´n special la selectarea de noi tulpini de 

microorganisme care sŁ confere produsului fermentat ´nsuĸiri organoleptice ĸi terapeutice 

superioare, precum ĸi la ´mbunŁtŁŞirea ´nsuĸirilor acestor tulpini de microorganisme prin 

optimizarea condiŞiilor de cultivare a lor. 

Streptococii termofili Ἠi lactococii mezofili sunt cele mai utilizate culturi bacteriene pentru 

fabricarea produselor lactate fermentate la scarŁ industrialŁ. Capacitatea bacteriilor lactice 

termofile de a creἨte a Ἠi se multiplica la temperaturi de 37-45 ÁC este o condiἪie importantŁ fiind 

asociatŁ cu procesul tehnologic de fabricare a iaurtului, laptelui covŁsit Ἠi diverselor br©nzeturi 

[142]. 

Laptele crud ĸi produsele lactate de fermentare spontanŁ sunt sursele principale de izolare a 

bacteriilor lactice, inclusiv ĸi a tulpinilor de Streptococcus thermophilus. Tulpinile S. 

thermophilus  transformŁ lactozŁ ´n acid lactic, proces ce contribuie la coagularea laptelui Ἠi 

´mpiedicŁ dezvoltarea microorganismelor patogene. 

 Ċn ultimul timp a crescut interesul cercetŁtorilor faἪŁ de bacteriile lactice termofile, lucru 

´n mare mŁsurŁ legat de dezvoltarea industriei produselor lactate din lume, precum Ἠi de 

valorificarea  tulpinilor noi de bacterii lactice ´n calitate de tulpini starter. Ċn Republica Moldova 

p©nŁ ´n prezent aceastŁ tendinŞŁ se reliefeazŁ slab, exprim©ndu-se printr-un nivel insuficient de 

utilizare a culturilor starter autohtone. 

Astfel, mulŞi specialiĸti din industria laptelui at©t din republicŁ noastrŁ, c©t ĸi de peste 

hotare, recunosc necesitatea ĸi importanŞa utilizŁrii tulpinilor autohtone de bacterii lactice ´n 

scopul ameliorŁrii Ἠi eficientizŁrii tehnologiilor de preparare a produselor lactate fermentate. 

De aceea, la prima etapŁ a cercetŁrilor noastre ne-am propus sŁ realizŁm selectarea unor 

tulpini noi de bacterii din specia S. thermophilus ´n scopul utilizŁrii lor la prepararea culturilor 

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

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

2. Descrierea ´nsuĸirilor culturale Ἠi morfologice ale tulpinilor izolate. 

3. Descrierea ´nsuĸirilor  fiziologice Ἠi biochimice ale tulpinilor de S. thermophilus. 

4.  Identificarea molecularŁ a bacteriilor lactice izolate.  

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

6. Studiul influenἪei factorilor externi asupra sintezei exopolizaharidelor  ´n condiἪii de 

cultivare periodicŁ a tulpinilor de S. thermophilus. 

 

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

Calitatea Ἠi valoarea nutritivŁ a produselor lactate, ´n mare mŁsurŁ, depind de activitatea 

biotehnologicŁ a bacteriilor lactice, de selectarea corectŁ a consorἪiilor pentru elaborarea 

culturilor starter Ἠi respectarea procesului tehnologic de producere [7]. 

Selectarea bacteriilor lactice pentru industria laptelui include izolarea culturilor din sursele 

naturale, selectarea Ἠi cercetarea proprietŁἪilor lor, care determinŁ valoarea industrialŁ. 

Pentru izolarea bacteriilor lactice din specia S. thermophilus este necesar sŁ se utilizeze 

mediul, care satisface necesitŁἪile lor nutriἪionale. C©t priveἨte cerinἪele nutriἪionale, bacteriile 

lactice sunt printre cele mai pretenἪioase organisme. Ele se caracterizeazŁ prin exigenἪe ´nalte 

faἪŁ de componenŞa mediilor de culturŁ utilizate pentru izolarea Ἠi studierea lor. Ele necesitŁ 

pentru creἨtere Ἠi dezvoltare compuĸi azotaŞi, glucide, vitamine, minerale Ἠ. a. Bacteriile lactice 

termofile din specia S. thermophilus, conform Bergey, sunt capabile sŁ se dezvolte la temperaturi 

cuprinse ´ntre 42 ï 45 ÁC. Temperatura optimalŁ de creἨtere se ´ncadreazŁ ´ntre 37 ï 40 ÁC [125]. 

Laptele este cel mai complet mediu pentru selectarea culturilor de bacterii lactice. Atunci 

c©nd se izoleazŁ bacteriile lactice este oportun de a folosi ´n calitate de mediu de culturŁ laptele 

degresat steril, care este mai favorabil pentru dezvoltarea microorganismelor lactice, comparativ 

cu cel gras. Astfel, are loc o selecἪie naturalŁ a tipurilor de bacterii lactice care posedŁ activitate 

biochimicŁ ´naltŁ. 

Ċn scopul selectŁrii Ἠi identificŁrii celor mai active tulpini din punct de vedere 

biotehnologic s-au efectuat teste care evalueazŁ capacitatea bacteriilor lactice de a fermenta 

laptele. Testul constŁ din urmŁtoarele etape: 

- sterilizarea laptelui degresat; 

- controlul sterilitŁἪii laptelui prin termostatare timp de 48 ore; 

- inocularea izolatelor ´n lapte; 

- termostatarea; 

- analiza probelor de lapte fermentat. 
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Calitatea produselor lactate depinde de mai mulἪi factori, inclusiv de gradul de tratare 

termicŁ, care este una dintre cele mai importante condiἪii pentru obἪinerea produsului 

microbiologic inofensiv. La sterilizare ´n lapte se formeazŁ aminoacizi liberi Ἠi acid formic, care 

au o influenἪŁ favorabilŁ asupra creἨterii Ἠi multiplicŁrii lactobacteriilor. Tratamentul termic al 

laptelui are scopul de a distruge microflora tehnologic dŁunŁtoare Ἠi patogenŁ. 

Ċn acelaἨi timp, trebuie sŁ se ia ´n considerare cŁ ´n cazul ´ncŁlcŁrii procesului de sterilizare 

(temperatura ridicatŁ, durata prelungitŁ) laptele devine brun din cauza formŁrii complexelor 

proteo-glucidice, prezenἪa cŁrora afecteazŁ creἨterea unor tipuri de microorganisme lactice. De 

aceea, sterilizarea laptelui se efectueazŁ la 110 - 112 ÁC (0,5 atm.) timp de 40 min ´ntr-un balon 

de sticlŁ cu o capacitate de 0,5 l. 

Pentru a monitoriza sterilitatea laptelui probele se termostateazŁ timp de 48 ore Ἠi se 

examineazŁ microscopic. Lipsa coagulŁrii Ἠi a celulelor de microorganisme indicŁ sterilitatea 

laptelui. 

Pentru izolarea culturilor pure de bacterii lactice din specia S. thermophilus au fost 

prelevate probe de lapte crud Ἠi produse lactate de fermentare spontanŁ din 12 regiuni ale 

Republicii Moldova:   DonduἨeni, EdineἪ, FloreἨti, Soroca, Ungheni, Orhei, ChiἨinŁu, Anenii 

Noi, CŁuἨeni, Taraclia, Cahul, VulcŁneἨti. Culturile s-au incubat la 37 ÁC, p©nŁ la formarea 

coagulului. Cultivarea culturii ´mbogŁἪite a fost realizatŁ ´n lapte steril degresat (0,1% de 

grŁsime) p©nŁ la formarea coagulului dens fŁrŁ erupἪii. DupŁ fiecare ´nsŁm©nἪare conἪinutul 

eprubetelor a fost testat la puritate de culturŁ. Culturi pure se obἪin prin ´nsŁm©nἪŁri zilnice (nu 

mai puἪin de 10 ori). 

Au fost studiate circa 300 probe de lapte crud Ἠi produsele lactate de fermentare spontanŁ, 

din care au fost obἪinute 7 izolate bacteriene cu proprietŁἪi caracteristice speciei Streptococcus 

thermophilus. Rezultatele sunt prezentate ´n Tabelul 3.1. 

Fiecare tulpinŁ nouŁ de microorganisme a fost studiatŁ minuἪios pentru obἪinerea unei 

caracteristici c©t mai complete. Ċn acest caz s-a Şinut cont de condiŞia cŁ un organism poate fi 

atribuit unui taxon numai ´n cazul ´n care acest taxon este deja cunoscut, iar microorganismele 

identificate trebuie sŁ fie denumite ´n conformitate cu List of Prokaryotic names with Standing in 

Nomenclature (www.bacterio.net). 

 

 

 

 

 

 

http://www.bacterio.net/
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Tabelul 3.1. Originea tulpinilor studiate 

Nr.crt.  Codul tulpinii  Originea 

 

1 L 12 mun. ChiἨinŁu 

2 L 65 r. Cahul 

3 L 102 r. DonduἨeni 

4 L 109 r. Anenii Noi 

5 L 177 r. Taraclia 

6 L 232 r. Soroca 

7 L 292 r. FloreἨti 

 

Identificarea unui microorganism necunoscut este un proces succesiv de atribuire la un 

oarecare grup mare de bacterii, caracterizate prin proprietŁἪi comune, iar apoi de clasare ´ntr-o 

familie din cadrul grupului, fiind comparat cu un microorganism ce face parte din aceastŁ 

familie. La etapa finalŁ de testare sunt comparate  proprietŁἪile morfologice, culturale, 

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

 

3.2. Caracteristicile culturale Ἠi morfologice ale tulpinilor autohtone noi de Streptococcus  

thermophilus 

ParticularitŁἪile culturale ale microorganismelor sunt determinate de caracterul creἨterii pe 

medii nutritive. Acestea sunt caracteristici importante de diagnosticare fiind constante pentru 

fiecare specie de bacterii. 

CercetŁrile caracterelor culturale Ἠi morfologice ale tulpinilor autohtone de S. thermophilus 

izolate au fost efectuate pe mediul solid ï lapte hidrolizat agarizat. 

La examinarea proprietŁἪilor culturale s-au determinat: diametrul coloniei, forma 

(circularŁ, punctiformŁ, filamentoasŁ, neregulatŁ, lenticularŁ etc.), caracterul marginii (netedŁ, 

ondulatŁ, filamentoasŁ, lobatŁ etc.), suprafaἪa (platŁ, convexŁ, bombatŁ, acuminatŁ etc.), culoarea 

(alba, galbenŁ, crem); structura (omogenŁ, heterogenŁ, granulatŁ etc.) Ἠi de consistenἪa 

(v©scoasŁ, untoasŁ, uscatŁ etc.).  

Aspectul coloniilor de Streptococcus thermophilus ´n viziune realŁ ĸi mŁritŁ este ilustrat ´n 

Figura 3.1. 
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a) b) c) d) 

Fig. 3.1. Aspectul coloniilor S. thermophilus: a), b) ï colonie mŁritŁ ´n 6 ori,  

c), d) ï aspect general al culturii pe mediul agarizat de lapte hidrolizat (submers Ἠi de suprafaἪa) 

(Autor foto CartaἨev A.). 

Din Figura 3.1 se vede, cŁ tulpinile selectate la cultivare ´n mediu agarizat de lapte 

hidrolizat formeazŁ colonii ce prezintŁ urmŁtoarele caracteristici: de suprafaŞŁ ï rotunde, formŁ 

de picŁturŁ cu margini netede (de tip S); de profunzime ï lenticulare, culoare alb-cremŁ; dupŁ 

dimensiuni - mici (p©nŁ la 1 mm), cu consistenἪŁ pŁstoasŁ la izolatele L12, L102, L109, L323, 

L292 Ἠi untoasŁ la izolatele L65 Ἠi L177 [10, 11]. 

Evaluarea iniἪialŁ a morfologiei celulelor bacteriene este o etapŁ foarte importantŁ pentru 

identificarea finalŁ. La determinarea proprietŁἪilor morfologice ale bacteriilor din specie S. 

thermophilus, au fost studiaἪi urmŁtorii parametri: forma Ἠi localizarea celulelor, mobilitatea 

acestora, dimensiunea, caracteristica colorŁrii dupŁ Gram. 

Studiul morfologiei celulelor tulpinilor de bacterii lactice se bazeazŁ pe aprecierea 

microscopicŁ a preparatelor colorate Ἠi fixate. 

Se Ἠtie cŁ de lungimea lanἪurilor de streptococii lactici depinde viscozitatea coagulului 

format Ἠi capacitatea de reŞinere a apei [131]. De aceea la studierea proprietŁἪilor reologice a 

culturilor starter trebuie sŁ se ia ´n considerare impactul lor la formarea structurii coagulului. Ċn 

acest sens, tulpinile selectate au fost investigate microscopic. Rezultatele microscopiei cu 

obiectiv cu imersie (puterea de mŁrire 100x) sunt reprezentate ´n Figura 3.2. 
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a) b) c) 

   
d) e) f) 

 

 

 

 g)  

 

Fig. 3.2. Aspectul microscopic al tulpinilor: a) L12, b) L65, c) L102, d) L109, e) L177,  f) L232, 

g) L292. Microscopie opticŁ- obiectiv 100 x,  (Autor foto CartaἨev A.). 

Microscopia izolatelor de bacterii lactice termofile a arŁtat, cŁ toate tulpinile noi izolate 

din diferite regiuni ale Republicii Moldova sunt Gram pozitive, prezintŁ coci plasaἪi ´n lanŞuri de 

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

microscopice ale S. thermophilus L65 Ἠi S. thermophilus L177 a lanἪurilor lungi poate indica 

asupra unei capacitŁἪi sporite de reŞinere a apei coagulului. 

 

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

thermophilus 
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Studierea proprietŁἪilor fiziologice ale microorganismelor este necesarŁ nu numai din punct 

de vedere al obἪinerii biomasei, cunoaἨterea lor serveἨte la identificarea caracteristicilor 

distinctive ale microorganismelor Ἠi posibilitŁἪii utilizŁrii practice a acestora. AceἨti parametri 

stau la baza majoritŁἪii proceselor biotehnologice microbiene. Toate acestea evidenἪiazŁ 

importanἪa studierii proprietŁἪilor fiziologice Ἠi a necesitŁἪilor nutritive ale culturilor de 

microorganisme.  

Printre bacteriile lactice termofile ce fermenteazŁ laptele trebuie de menἪionat bacteriile 

Enterococcus faecalis Ἠi E. faecium, anterior atribuite aceluiaἨi gen Streptococcus [116]. Aceste  

specii de bacterii pot fi adesea izolate din produse lactate fermentate, dar reprezentanἪii genului 

Enterococcus nu au statut GRAS, adicŁ nu sunt sigure pentru a fi utilizate ´n producere. Ċn plus, 

enterococii sunt capabili de a forma compuἨi nedoriἪi ï amine presoare, care pot afecta ´n mod 

negativ sŁnŁtatea consumatorului. De aceea, este importantŁ identificarea corectŁ a tulpinilor de 

bacterii care vor fi utilizate ´n calitate de culturi starter. 

Bacteriile lactice din genul Enterococcus se aseamŁnŁ ´n multe privinŞe cu cele din genul 

Streptococcus. Principalii parametri dupŁ care se disting genurile Streptococcus Ἠi Enterococcus 

´n procesul identificŁrii lor, sunt dezvoltarea dupŁ 30 min de incubare la 60 ÁC, capacitatea de a 

fermenta esculina, capacitatea de a se dezvolta ´n mediul cu bilŁ Ἠi cu diferite concentraἪii de 

NaCl. 

Trebuie de remarcat faptul cŁ bacteriile lactice din genul Enterococcus sunt mai rezistente 

la temperaturi ridicate Ἠi sunt capabile sŁ creascŁ la o temperaturŁ mai mare de incubare dec©t 

cele din genul Streptococcus. De asemenea, se remarcŁ Ἠi alἪi indici distinctivi ai bacteriilor 

lactice din specia Enterococcus ï capacitatea lor de fermentare a esculinei Ἠi a unui numŁr mare 

de carbohidraἪi, de creἨtere ´n mediul cu 6%NaCI, potenἪial de care nu dispun streptococii lactici 

[131].  

Capacitatea de creἨtere la diferite concentraἪii de clorurŁ de sodiu este o caracteristicŁ 

importantŁ Ἠi uἨor de elucidat. Prin acest parametru pot fi uἨor diferenŞiate bacteriile lactice 

termofile din genurile Streptococcus Ἠi Enterococcus. Ċn conformitate cu determinatorul Bergey, 

bacteriile de S. thermophilus Ἠi alἪi streptococi nu au capacitatea de creἨtere ´n mediul cu 

concentraἪia de NaCI mai mare de 2%, pe c©nd enterococii E. faecium Ἠi E. faechalis posedŁ 

aceastŁ capacitate.  

Specificul tulpinilor din specia S. thermophilus constŁ ´n activitatea zaharoliticŁ relativ 

slabŁ. Se considerŁ cŁ tulpinile tipice ale acestei specii fermenteazŁ numai lactozŁ, glucozŁ, 

zaharozŁ Ἠi nu fermenteazŁ maltoza, manoza, manitolul, arabinoza, sorbitolul, xiloza, galactoza 

Ἠi alἪi carbohidraἪi. Spre deosebire de streptococii termofili, enterococii fermenteazŁ manitolul, 

arabinoza, manoza, dextrina, galactoza, maltoza.  
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Ċn literatura de specialitate sunt descrise tulpini Ăatipiceò de S. thermophilus, caracterizate 

prin rezistenἪŁ la condiἪiile nefavorabile, care fermenteazŁ maltoza Ἠi provoacŁ hemolizŁ, adicŁ, 

au unele proprietŁἪi fiziologice comune cu enterococii [162].  

De aceea, c©nd se efectueazŁ diferenἪierea lor se ia ´n considere faptul cŁ enterococii sunt 

mai rezistenἪi la condiἪiile nefavorabile.  

Astfel, au fost studiate proprietŁἪile fiziologo-biochimice ale tulpinilor autohtone S. 

thermophilus Ἠi abilitatea lor de a utiliza o serie de carbohidraἪi. Principalele ´nsuĸiri fiziologo-

biochimice ale tulpinilor studiate: rezultatul coloraŞiei Gram, producerea de CO2, activitatea 

catalazei, hidroliza argininei, rezistenŞa la temperaturi ridicate, creĸterea ´n mediu salin, alcalin, 

ĸi ´n mediul cu albastru de metilen -  sunt prezentate ´n Tabelul 3.2. 

 

Tabelul 3.2. ProprietŁŞile fiziologo-biochimice ale tulpinilor S. thermophilus (la 40ÁC) 
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2,0 4 ,0 0,01 0,1 9,2 

L 12 + - - - + + - + - - 

L 65 + - - - + + - + - - 

L 102 + - - - + + - + - - 

L 109 + - - - + + - + - - 

L 177 + - - - + + - + - - 

L 232 + - - - + + - + - - 

L 292 + - - - + + - + - - 

NotŁ:+ reacѿie pozitivŁ; - reacѿie negativŁ 

Datele din tabelul 3.2 indicŁ asupra faptului cŁ tulpinile de microorganisme testate: 

- sunt Gram pozitive;  

- nu produc catalaza; 

- rezistŁ la temperatura de 60ÁC timp de 30 min, dar la minutul 32 nu s-au mai ´nregistrat 

culturi viabile; 

- nu cresc pe mediu de NaCl cu concentraἪia 4%, dar se dezvoltŁ la concentraἪia de 2% de 

clorurŁ de sodiu;  




