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ADNONTARE
BOGDAN Nina:,,Valorificarea tulpinilor microbiene izolate din lapte de capra pentru
aplicare industriala”, teza de doctor in stiinte biologice, Chisinau, 2019.
Structura tezei: introducere, patru capitole, concluzii generale si recomandari, bibliografie din
179 titluri, 13 anexe, 127 de pagini de text de baza, 23 figuri, 27 tabele (fara evidenta anexelor).
Rezultatele obtinute sunt publicate in 17 lucrari stiintifice.
Cuvinte-cheie: bacterii lactice, tulpini autohtone, Lactococcus lactis, Lactococcus lactis biovar
diacetylactis, Lactococcus cremoris, Streptococcus thermophilus, cultura starter, lapte de capra,
branza.
Scopul lucririi: selectarea tulpinilor de bacterii lactice cu potential biotehnologic valoros pentru
industria laptelui si utilizarea lor in compozitia culturilor starter destinate fabricarii produselor
lactate din lapte de capra.
Obiectivele cercetarilor: izolarea culturilor pure de bacterii lactice din laptele crud de capra;
identificarea tulpinilor izolate conform studiului caracteristicilor morfologice, culturale,
fiziologice si biochimice; studiul proprietatilor biotehnologice si selectarea tulpinilor de bacterii
lactice tehnologic valoroase pentru industria laptelui; aplicarea tulpinilor selectate in compozitia
culturilor starter destinate fabricarii branzei din lapte de capra; elaborarea tehnologiei de obtinere
a branzei din lapte de capra.
Noutatea si originalitatea stiintifica: pentru industria produselor lactate au fost propuse tulpini
noi de bacterii lactice cu potential biotehnologic nalt, izolate din lapte crud de capra din diferite
zone ale R. Moldova. Tn baza tulpinilor selectate a fost elaborata cultura starter autohtond noua
pentru fabricarea branzei ce se caracterizeaza prin activitate inalta de fermentare a laptelui de
capra.
Rezultatul obtinut care contribuie la solutionarea unei probleme stiintifice importante in
teza consta in selectarea unor tulpini noi de bacterii lactice mezofile si termofile de importanta
tehnologica, ceea ce a condus la elaborarea culturii starter autohtone pentru obtinerea
branzeturilor din lapte de capra, fapt ce a permis eficientizarea procesului de fabricare a
produselor lactate fermentate din lapte de capra.
Semnificatia teoretica: au fost acumulate rezultate noi referitor la biodiversitatea tulpinilor

autohtone izolate din lapte crud de capra din diferite zone ale R. Moldova; a fost argumentata
stiintific perspectiva utilizarii culturii starter autohtone de bacterii lactice pentru prepararea
branzei din lapte de capra; au fost propuse: un mediu nutritiv nou si un mediu nou de protectie
pentru liofilizarea culturilor de bacterii lactice din lapte de caprd. Proprietatile tehnologice
performante ale tulpinilor noi sunt confirmate prin brevetul de inventie MD 1299 Y din
2019.01.31 ,,Procedeu de obtinere a branzei din lapte de capra”.

Valoarea aplicativa: elaborarea culturii starter autohtone pentru fabricarea produselor lactate
fermentate din lapte de capra pe baza asociatiei mixte de tulpini noi de bacterii lactice izolate din
lapte crud de capra, depozitate in Colectia Nationala de Microorganisme Nepatogene, precum si
elaborarea documentului tehnico-normativ Standardul Moldovenesc ,,Branza din lapte de capra
si de oaie. Specificatii”.

Implementarea rezultatelor stiintifice: rezultatele cercetarilor au fost implementate Tn cadrul
intreprinderilor de procesare a laptelui SRL ,Prietenia-Agro” (or. Soroca, R. Moldova) la
fabricarea loturilor experimentale de lapte de capra de consum si la SRL ,,Major-Auto”
(or.Taraclia, R. Moldova) la fabricarea loturilor experimentale de branzeturi si utilizate in
elaborarea Standardului Moldovenesc ,,Branza din lapte de capra si de oaie. Specificatii”.
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AHHOTALIUA
BOI'IAH Huna:, IIpoMbliieHHOEe TPUMeHEHHMe MUKPOOHBIX IITAMMOB, BblJIeJIEHHbIX U3
KO3bero MOJIOKa”, duccepmauyus Ha COUCKAHUE YUeHOll CImenenu 00Kmopa 0uo102u4ecKux
nayk, Kumunes, 2019.
CTpykTypa AuccepTallMU: BBEJCHUE, YEThIpE IJIaBbl, O0Ilee 3aKIIOUYEHHE U PEKOMEHJalluH,
CHHCOK JuTeparypsl u3 179 6ubaunorpadpuueckux uCTOUHUKOB, 13 npunoxenuit, 127 crpanuiisl
0a30BOro Tekcra, 23 pucyHka, 27 Tabmui (0e3 ydeTa NPHUBEIACHHBIX B TMPHIOKCHHSX).
[TomrydenHble pe3ybTaThl OTpaxeHsbl B 17 HayyHbIX paboTax.
KawueBble cjioBa: MOJOYHOKHCIIBIC OakTepuH, MECTHbIC ITaMMbl, Lactococcus lactis ssp.
lactis, Lactococcus lactis ssp. lactis biovar diacetylactis, Lactococcus lactis ssp. cremoris,
Streptococcus thermophilus, craprepuast KyapTypa, K03b€ MOJIOKO, OpBIH3A.
Leas wucciegoBaHuii: oTOOp MITAMMOB MOJIOYHBIX OaKTEPH C IICHHBIM JJS MOJOYHOMH
MPOMBIIIJICHHOCTH OHMOTEXHOJOTHYECKHM MOTEHIIMAJIOM M HX HCIIOJIb30BaHHE B COCTaBe
CTapTOBBIX KYJIbTYP Ul IPOU3BOJICTBA MOJIOYHBIX IIPOAYKTOB U3 KO3bETO MOJIOKA.
3agauM MccjeA0BaHUii: O0TOOpP MOJOYHBIX KYJBTYpP M3 CBIPOTO KO3BETO MOJIOKa; MOpQo-
KyJIbTypalibHasi U (U3UOJIOro-OMOXMMHYECKas WIACHTH(PHUKAIUS OTOOpPAaHHBIX IITAMMOB;
n3ydeHne OMOTEXHOIOTUIECKUX CBOMCTB M OTOOP IITAMMOB MOJIOUHOKHCIIBIX OaKTEpUil IIEHHBIX
JUISET MOJIOYHOW TMPOMBIILIEHHOCTH; MPUMEHEHHE BBIOPAHHBIX IITAMMOB JUIsl CO3JIaHUs
CTapTEepPHON KYJIBTYpPHI JJIsl IPOU3BOJICTBA OPBIH3bI U3 KO3BETO MOJIOKA; pa3paboTKa TEXHOJIOTUU
IIPOM3BOJICTBA OPBIH3BI U3 KO3bETO MOJIOKA.
HayuHnasi HOBU3HA M OPUTMHAJBHOCTD: OBUIN MPEAIOKEHBI [Tl UCTIONIb30BAHMS B MOJIOYHOMN
OPOMBIIIICHHOCTH  HOBBIE ~ IITAMMBI ~ MOJIOYHOKHCIBIX  OakTepuid  C  BBICOKUM
OMOTEXHOJIOIMYECKUM IIOTEHIMAJIOM, BBIJEIEHHbIE M3 CHIPOr0 KO3bero Mojoka. Ha ocHoBe
BBIOpaHHBIX IITaMMOB Obllla COCTaBJI€HA HOBas MECTHas CTapTepHas KylIbTypa Ais
IIPOU3BOJICTBA OPBIH3bI, XapaKTEPU3YIOILAsCs BEICOKON (DEpPMEHTATHBHON aKTUBHOCTHIO.
PesynbTaT, KOTOPBIN CIOCOOCTBYET PEIICHUI0O HAYYHOI NMP00JIeMbl B JUCCEPTALIMH COCTOUT
B CEJICKIIMM HOBBIX IITAMMOB ME30(HJIBHBIX M TEPMOQGWIBHBIX MOJOYHOKUCIBIX OakTepuil ¢
TEXHOJIOTMYECKOM LIEHHOCTBIO, YTO MPUBENIO K CO3/JaHUI0 MECTHOM CTAPTEPHOU KYJIBTYPHI JUIS
NOJy4YeHUs OpBIH3bI M3 KO3bEro MOJIOKA, M MO3BOJMJIO MOBBICUTH 3()(EKTUBHOCTH Ipolecca
IIPOU3BOJICTBA (PEPMEHTUPOBAHHBIX MOJIOUHBIX IPOAYKTOB U3 KO3HETO MOJIOKA.
Teopernueckass 3HAYMMOCTB: OBbIJIM HAKOIJICHHl HOBBIE JAaHHbIE O OMOJIOIMYECKOM
pasHOOOpa3MM MECTHBIX IITaMMOB MOJIOYHOKHUCIBIX OaKkTepuil KO3bero MoJoKa; Obula
apryMEHTHpOBaHa C HAy4YHOH TOYKHM 3pEHHs, BO3MOKHOCTb HCIOJB30BaHUS MECTHOMN
CTapTEpPHON KyJIbTYPbl MOJOYHOKHUCIBIX OaKkTepuil [UIsl MPUTOTOBIIEHUS OpBIH3BI U3 KO3BETO
MOJIOKa. bbuIM TpennokeHbl HOBas MNWTATElIbHAs Cpelda M HOBas 3allUTHas cpeja A
TUOPUIN3aUA MOJOYHOKUCIBIX OaKTEpUil M3 KO3bETO MOJOKA. TEeXHOJOTHYEeCKHe CBOWCTBA
MITaMMOB TOATBepkaeHbl maTeHToM MD 1299 Y or 2019.01.31 ,,Cnoco6 mnonydeHus
paccosbHON OpPBIH3BI U3 KO3bETO MOJIOKA™.
[IpakTHyeckass EHHOCTH PadOThI: pa3padOTKa OTEYECTBEHHOW CTAPTEPHON KYJIbTYpHI AJIS
BBIpaOOTKH (PEepMEHTHPOBAHHBIX MPOAYKTOB M3 KO3bETO MOJIOKA, & Takke [ ocynapcTBEHHOTro
Crannmapra ,,bppIH3a U3 KO3bETO U OBEYBEr0 MOJIOKA. TeXHUYECKHE YCIOBUS.”
BHenpeHue Hay4HBIX pe3yJbTaTOB: pE3yJbTaTbl IPOBEICHHBIX HCCIENIOBAaHUN  ObUIN
BHEJIPEHBI B paMKax IpeANpUsTHs 1Mo nepepadoTtke Mmonoka SRL ,,Prietenia-Agro” (r.Copoxwu, P.
MosnoBa) MOCPEICTBOM H3TOTOBJICHHS MPOMBIIUICHHOW MAPTUU MUTHEBOTO KO3bETO MOJIOKA U
SRL ,,Major-Auto” (r. Tapaknus, P. MonmoBa) B MpOHU3BOJCTBE PACCOIBHON OPBIH3BI, TAKKE
UCTOJIb30BaHbl B pa3paborke I'ocymapctBenHoro CraHnmapra ,,bpbiH3a U3 KO3bEro U OBEUHErO
MOJIOKa. TeXHUYECKUe yCIOBUA .



ABSTRACT

BOGDAN Nina: "Isolation of microbial strains from goat's milk for industrial
application™, PhD thesis in biological sciences, Chisinau, 2019.

Thesis structure: Introduction, four Chapters, General Conclusions and Recommendations, 179
of bibliographic sources, 13 Appendices, main text 125 pages, 23 figures, 27 tables (without
those from annexes). The results were published in 17 scientific papers.
Keywords:lactic acid bacteria, indigenous strains, Lactococcus lactis ssp. lactis, Lactococcus
lactis ssp. lactis biovar diacetylactis, Lactococcus lactis ssp. cremoris, Streptococcus
thermophilus, starter culture, goat milk, white brined cheese.
Research goal: selection of lactic bacteria strains with valuable biotechnological potential for
the dairy industry and their use in the composition of starter cultures for the production of dairy
products from goats' milk.
The objectives of the study: isolation of pure lactic culture from raw goat milk; identification of
isolated strains according to the study of morphological, cultural, physiological and biochemical
characteristics; study of biotechnological properties and selection of valuable lactic bacteria
strains for the milk industry; application of the strains selected in the composition of the starter
cultures for the production of white brined cheese from goat's milk; developing the technology
for the production of goat's milk cheese.
Scientific novelty and originality: new strains of lactic acid bacteria with high biotechnological
potential, isolated from raw goat milk 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
culture with high milk fermentation activity were developed for the preparation of cheese from
goat milk.
The result that contributes to solving an important scientific problem in the thesis consists
in selection of new strains of mesophilic and thermophilic lactic acid bacteria of technological
importance which led to development of the autochthonous starter culture for goat's cheese
production and allowed to to efficiency streamline process of fermented dairy products from goat
milk.
Theoretical value: accumulation of new data on the biodiversity of indigenous strains of lactic
acid bacteria isolated from raw goat milk from different regions of the Republic of Moldova; the
scientific argumentation of the use of autochthonous starter culture based on lactic acid bacteria
for the preparation of cheese from goat milk. A new nutrient medium and a new protective
environment medium have been proposed for the freeze-drying of lactic acid bacteria from goat
milk. Technology advantages of starter culture applied is confirm in patent MD 1299 Y at
2019.01.31 ,,Process for producing brine cheese from goat milk”.
Applicative value: elaboration of the starter culture for the fermented dairy products preparation
from goat milk and National Standard ”Goat and sheep milk cheeses. Specifications.”
Implementation of scientific results: results of the studies were implemented within the milk
processing indystries SRL "Prietenia-Agro™ (Soroca city, R. Moldova) through the production of
an industrial batch of pasteurized goat milk and SRL "Major-Auto” (Taraclia city, R. Moldova)
in the production of white brined cheese, and also used in the development of National Standard

"Goat and sheep milk cheeses. Specifications".
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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta temei abordate. Laptele de caprd, datorita proprietatilor
dietetico-curative pronuntate, prezinta un produs cu calitati nutritive excelente, valoare biologica
sporitd si joacd un rol important in alimentatia populatiei. Poseda proprietati antioxidante inalte,
0 compozitie omogena si usor asimilabila a proteinelor, cu continut inalt de aminoacizi, si practic
nu produce reactii alergice si tulburari digestive. In comparatie cu laptele de vaci, are un
continut mai bogat in vitamine, acizi caprinic si linoleic, micro- si macroelemente usor
asimilabile si contine cu mult mai putin colesterol [168].

In Republica Moldova se observi tendinta de crestere a septelui de capre si sporirea
volumului de lapte obtinut [1]. Prin urmare, productia caprinelor reprezinta un important
potential alimentar, iar valorificarea lui la nivel industrial cu obtinerea produselor lactate
fermentate este relevant si avantajos.

Obtinerea produselor lactate fermentate se bazeaza pe utilizarea culturilor de bacterii
lactice, proprietatile carora determina calitatea produsului finit. Produsele lactate obtinute prin
utilizarea culturilor de bacterii lactice contribuie la ameliorarea metabolismului, iar proprietatile
lor antimicrobiene pronuntate duc la stoparea proceselor de putrefactie si de formare a
produselor toxice in urma procesului de descompunere a proteinelor.

Laptele crud de capra prezinta o sursa naturala de obtinere a tulpinilor active de bacterii
lactice cu proprietati biotehnologice importante pentru industria alimentara, depasind laptele de
vaca dupa raportul componentilor, valoarea biologicd, indicii fizico-chimici si microbiologici
(laptele de capra contine cu mult mai putine bacterii patogene decat laptele altor animale).

Obtinerea produselor lactate din lapte de capra cu utilizarea culturilor pure de bacterii
lactice special selectate, de asemenea obtinerea culturilor starter destinate fabricarii produselor
lactate fermentate din lapte de capra asigura diversificarea materiei prime si a sortimentului
produselor alimentare si dietetice cu valoare nutritiva inalta [147,148].

Multi specialisti din industria laptelui recunosc necesitatea §i importanta utilizarii
tulpinilor autohtone de bacterii lactice, de aceea in ultimul timp au devenit tot mai actuale
izolarea §i valorificarea tulpinilor autohtone de bacterii lactice cu proprietati probiotice,
competitive si relevante pentru industria alimentara in perspectiva utilizarii lor industriale n
productia de alimente functionale [69]. De aceea, apare necesitatea de a cerceta microflora

spontana a laptelui crud de capra, de a izola culturi pure de bacterii lactice, de a studia si selecta
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tulpinile cu proprietéti biotehnologice importante si a le valorifica prin crearea unor noi game de
culturi starter destinate fabricarii produselor din lapte de capra.

Studierea diversitatii bacteriilor lactice izolate din lapte crud de capra de perspectiva,
identificarea si caracterizarea lor este un subiect mereu actual in biotehnologie si in special in
industria laptelui.

Tulpinile microbiene izolate din habitatul lor natural - laptele de caprd, prezintd o
varietate larga de tulpini de bacterii lactice active cu proprietati tehnologice importante, de aceea
prezinta interes atit din punct de vedere fundamental, cat si aplicativ. Importanta industriald a
bacteriilor lactice izolate din lapte crud poate fi demonstratd prin studierea diversitatii speciilor

Un interes deosebit fatd de acest obiect de studiu se observa in cercetarile efectuate n
tarile din regiunile aride, prin izolarea tulpinilor speciilor Streptococcus thermophilus,
Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus bulgaricus,
Lactobacillus casei, Lactobacillus helveticus, Lactococcus lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis, Lactococcus lactis ssp. cremoris, Lactococcus lactis ssp. lactis cu proprietiti
tehnologice valoroase, cum sunt activitatea proteolitica, acidogeneza si activitatea
antimicrobiand sporitd, producerea bacteriocinelor, rezistenta la bacteriofagi, capacitatea sporita
de adaptare la conditiile climaterice locale si materia prima autohtona [149]. Prin urmare, este
foarte importantd aplicarea acestor culturi active si stabile cu proprietati bine determinate, in
compozitia culturilor starter destinate fabricarii produselor lactate fermentate din lapte de capra.

Interesul crescand fata de culturile starter se datoreazd in mare masurda dezvoltdrii
industriei laptelui, atat pe plan mondial, cat si local. Conform datelor statistice, in Republica
Moldova, in pofida dinamicii pozitive a efectivului caprinelor, cantitatea produselor in baza
laptelui de capra scade din cauza lipsei unui program organizat de crestere si valorificare a
acestui potential. Elaborarea si fabricarea produselor lactate fermentate din lapte de capra, de
calitate si siguranta garantata, este direct legatd de baza tehnico-normativd si imbogatirea
colectiilor de microorganisme cu noi tulpini de bacterii lactice de interes biotehnologic [129,
167].

Scopul cercetirii expuse in prezenta lucrare a constat n selectarea tulpinilor de bacterii
lactice cu potential biotehnologic valoros pentru industria laptelui si utilizarea lor in elaborarea

culturilor starter destinate fabricarii produselor lactate fermentate din lapte de capra.
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Obiectivele cercetirilor au fost urmatoarele:
Izolarea culturilor pure de bacterii lactice din laptele crud de capra,;
Identificarea tulpinilor izolate conform studiului caracteristicilor morfologice, culturale,
fiziologice si biochimice.
Studiul proprietatilor biotehnologice si selectarea tulpinilor de bacterii lactice tehnologic
valoroase pentru industria laptelui;
Aplicarea tulpinilor selectate in compozitia culturilor starter destinate fabricarii branzei din
lapte de capra;

Elaborarea tehnologiei de obtinere a branzei din lapte de capra.

Ipotezele cercetarii:
Eficienta tehnologiilor de fabricare a produselor lactate poate fi sporitd prin utilizarea
culturilor starter autohtone stabile, cu proprietati tehnologice selectionate, adaptate la
calitatea materiei prime si conditiile specifice de producere.
Prin valorificarea laptelui de capra in calitate de sursa de culturi bacteriene noi cu proprietati
tehnologice valoroase, pot fi elaborate culturi starter ieftine si eficiente, utilizarea carora in

procesul de fabricare a produselor lactate va asigura un efect dublu — tehnologic si igienic.

Sinteza metodologiei de cercetare si justificarea metodelor de cercetare alese. In

conformitate cu scopul si obiectivele trasate, in vederea demonstrarii ipotezelor de cercetare

Tnaintate, au fost aplicate metode clasice si moderne de studiu, inclusiv:

metode microbiologice clasice de izolare si selectare a bacteriilor lactice din lapte crud de
capra si identificare a lor in baza caracterelor morfo-culturale si fiziologo-biochimice;

metode fizico-chimice, biochimice si microbiologice moderne de apreciere a calitatii materiei
prime si evaluare a culturilor starter obtinute, in conditii de laborator ti industriale;

metode adecvate de pastrare a culturilor starter;

metode standardizate conform regulamentelor normative in vigoare de obtinere si evaluare a
calitatii produselor obtinute;

metode matematice de planificare a experientelor;

metode statistice de analiza a rezultatelor si evaluare a rentabilitatii tehnologiei elaborate etc.

13



Sumarul compartimentelor tezei

Capitolul 1 ,LAPTELE DE CAPRA S| BACTERIILE LACTICE UTILIZATE LA
FABRICAREA BRANZETURILOR” include analiza realizirilor stiintifice in domeniul
studiului laptelui de capra si valorificarii practice a bacteriilor lactice, in special a tulpinilor
izolate din lapte de capra.

Conform rezultatelor multiplelor studii realizate, laptele de capra, prin elementele pe care
le contine, reprezintd un aliment complet, cu multiple avantaje fatd de laptele da vaca. Este
recomandat in calitate de aliment functional datorita faptului ca contine aproape toate substantele
necesare organismului uman intr-o forma usor asimilabild. De rand cu aceasta, laptele de capra
constituie $i o sursa bogata de izolare a bacteriilor lactice cu proprietati tehnologice valoroase,
acreditate cu merite deosebite Tn ceea ce priveste proprietatile nutritionale si terapeutice ale
produselor lactate fermentate. Au fost raportate numeroase rezultate cu referire la rolul
inhibarea microflorei patogene a tractului digestiv, stimularea raspunsului imun la rotavirus,
supresia cancerului, atenuarea intolerantei la lactoza si efectul anticolesterolic.

Progrese semnificative au fost inregistrate in elucidarea cailor metabolice de transformare
a substratului de catre principalele grupuri de bacterii lactice, ce se deosebesc intre ele prin
necesitatile nutritionale, proprietatile tehnologice, metabolice si de cultivare. Cunoasterea acestor
particularitdti de transformare a unui aliment in alte produse pe cale homofermentativa sau
heterofermentativa este de o mare importantd in procesul de asociere a tulpinilor de bacterii
lactice in culturi starter destinate fabricarii produselor lactate.

Analiza cercetarilor consacrate utilizarii bacteriilor lactice in componenta culturilor
starter pune in evidentd importanta elaborarii asociatiilor noi din diferite tipuri de
microorganisme autohtone si implementarea lor in tehnologia fabricarii branzei din lapte de

caprd prin metoda traditionala.

Capitolul 2 L,OBIECTELE DE STUDIU SI METODELE APLICATE iN
CERCETARE” contine descrierea materialelor si metodelor utilizate pentru realizarea
cercetdrilor. In calitate de obiecte de studiu au servit tulpini autohtone de bacterii lactice L.
lactis ssp. lactis, L. lactis ssp. cremoris, L. lactis biovar diacetylactis, S. thermophilus, care au
fost izolate din habitatul lor natural — laptele crud de capra din diferite regiuni ale Republicii
Moldova, precum si tulpinile tip de referinta  Escherichia coli (ATCC® 25922™) si
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Staphylococcus aureus (ATCC® 25923™), oferite de catre laboratorul specializat al Agentiei
Nationala pentru Sanatate Publica al MSMPS al Republicii Moldova.

Cercetarile stiintifice au fost efectuate in laboratorul Biotehnologii alimentare din cadrul
Directiei ,,Tehnologii Alimentare” a IP Institutului Stiintifico-practic de Horticultura si
Tehnologii Alimentare (Republica Moldova).

Pentru realizarea lucrarii au fost utilizate metode clasice si moderne de izolare, purificare
si identificare fenotipicd a bacteriilor lactice mezofile si termofile: studiul morfologic
macroscopic si microscopic; studiul fiziologic pentru identificarea cresterii pe diferite tipuri de
mediii, la diferite temperaturi, concentratii de saruri si valori de pH, termorezistenta, rezistenta
la bila, fagotiparea; studiul biochimic de identificare a tipului de fermentatie a carbohidratilor,
eliminarea de COgy, identificarea catalazei, descompunerea esculinei, producerea catalazei,
acetoinei, a compusilor aromatici etc. Studierea proprietdtilor morfologice ale bacteriilor lactice
a fost realizatd la microscopul binocular OPTEH cu putere de madrire 100x; vizualizarea
coloniilor a fost efectuatd cu ajutorul microscopului stereoscopic MBC-6 cu putere de marire 6x.
Pentru identificarea proprietatilor antagoniste ale tulpinilor de bacterii lactice izolate a fost
aplicatd metoda godeurilor.

Caracterizarea tehnologica a tulpinilor izolate si a culturilor starter obtinute prin asocierea
lor a fost realizata prin aplicarea metodelor standard de identificare a puterii de acidifiere, de
producere a acidului lactic i compusilor aromatici, a capacitatii de coagulare a laptelui si de
sinerezd. Continutul de lactoza in laptele de capra a fost determinat prin cromatografie lichida de
inalta performanta. Cercetarile consacrate determinarii indicilor de calitate a culturii starter si a
branzei au fost efectuate conform metodelor descrise in documentele normative in vigoare
(GOST, SM, IS0O). Pentru pastrarea culturii starter elaborate a fost utilizatd metoda liofilizarii,
iar optimizarea mediului de liofilizare a fost realizatd prin planificarea matematica a
experimentului.

Prelucrarea statistica a datelor privind rezultatele a 3-5 repetari obtinute s-a efectuat prin
calcularea mediei, abaterii standard si intervalului de incredere. Prelucrarea matematica a datelor
experimentale si interpretarea grafica a rezultatelor a fost efectuatd cu ajutorul programului MO

Excel.

Capitolul 3 ,SELECTAREA TULPINILOR AUTOHTONE DE BACTERII
LACTICE DIN LAPTE DE CAPRA” reflecti rezultatele cercetirilor efectuate privind
izolarea, identificarea si selectarea tulpinilor autohtone noi de bacterii lactice; descrierea
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proprietatilor culturale, morfologice, fiziologice, biochimice si tehnologice ale tulpinilor
autohtone izolate; determinarea parametrilor biotehnologici optimi pentru culturile selectate;
modificarea mediului nutritiv si optimizarea mediului de protectie pentru liofilizarea tulpinilor de
bacterii lactice autohtone.

Pentru izolarea culturilor pure au fost utilizate probe de lapte crud de caprd din diferite
regiuni ale Republicii Moldova. Tn total au fost prelevate circa 150 probe de lapte crud de capra
din diferite regiuni ale Republicii Moldova, din care au fost obtinute 7 izolate cu proprietéti
caracteristice pentru L. lactis ssp. lactis, L. lactis ssp.cremoris, L. lactis biovar diacetylactis, S.
thermophilus.

Studiul proprietatilor culturale, morfologice si fiziologo-biochimice ale culturilor a
demonstrat ca bacteriile selectate poseda insusiri caracteristice tulpinilor de: Lactococcus lactis
ssp. lacti; Lactococcus lactis ssp.cremoris; Lactococcus lactis ssp. lactis biovar diacetylactis si
Streptococcus thermophilus (forma si amplasarea celulelor, capacitatea de fermentare a
carbohidratilor si eliminarea CO2, determinarea cresterii in lapte turnesolat, in mediu alcalin,
formarea amoniacului din arginina, rezistenta la temperaturi inalte, rezistente la bild si albastru
metilen, activitate de acidogeneza, producerea compusilor aromatici).

In urma cercetirilor proprietitilor tehnologice ale tulpinilor de bacterii lactice izolate au
fost evidentiate 5 tulpini stabile, pentru care au fost stabiliti parametrii biotehnologici optimi ce
asigurd pastrarea proprietatilor valoroase pentru obtinerea produselor lactate de calitate sigura.

O influenta stimulatoare asupra viabilitatii culturilor selectate a fost demonstrata la
utilizarea laptelui de capra in calitate de mediu de cultura. Prin aplicarea metodei matematice de
planificare a experientelor, a fost determinatd componenta optima a mediului protector pentru
liofilizarea culturilor de bacterii lactice selectate, care contribuie la pastrarea viabilitatii si

proprietatilor biotehnologice ale lor.

Capitolul 4 ,,ELABORAREA TEHNOLOGIEI DE FABRICARE A BRANZEI CU
APLICAREA CULTURII STARTER AUTOHTONE DE BACTERII LACTICE” este
consacrat elaborarii culturii starter mixte prin asocierea tulpinilor selectate de bacterii lactice si
utilizarii ei la fabricarea loturilor experimentale de branzi din lapte de capra. In acest scop, au
fost parcurse urmatoarele etape: asocierea tulpinilor de bacterii lactice autohtone Tn culturi starter
pentru fabricarea brénzei din lapte de capra; aprecierea calitatii laptelui de capra - materie prima;
utilizarea culturii starter elaborate Tn procesul tehnologic de fabricare a branzei; determinarea
caracteristicilor de calitate si termenului de valabilitate ale produsului; realizarea studiului de
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fezabilitate economica a fabricarii branzei din lapte de capra cu utilizarea culturii starter
autohtone.

Pentru a valorifica potentialul biotehnologic al tulpinilor selectate, ele au fost incluse in
asociatii simbiotice cu scopul obtinerii culturii starter destinate fabricarii branzei. Asociatia
obtinuta de bacterii lactice S-a dovedit a fi mai activd comparativ cu rezultatele obtinute la
fermentarea laptelui cu aplicarea culturii starter de import. Cercetdrile date au permis
implementarea culturii starter autohtone cu potential inalt de coagulare la fabricarea brénzei
traditionale din lapte de capra (BriCheese).

Studiile efectuate In scopul asigurarii calitatii laptelui de capra, utilizat ca materie prima
la obtinerea produselor lactate, au permis elaborarea cerintelor privind laptele de capra destinat
procesarii pentru obtinerea branzeturilor, care au fost implementate in elaborarea Standardului
Moldovenesc ,,Branza din lapte de capra si de oaie. Specificatii”.

In conditii industriale, la SRL ,Major-Auto” din or. Taraclia, a fost fabricat un lot de
branza din lapte de capra, folosind cultura starter elaboratd. Cercetdrile au stabilit, ca utilizarea
culturii starter multiple contribuie la marirea termenului de pastrare a branzei fard a
compromite siguranta consumului produsului finit.

Rezultatele cercetarilor au contribuit la elaborarea tehnologiei de fabricare a branzei din
lapte de capra conform Standardului de Firma ,,Branza in saramura din lapte de capra si de oaie.
Conditii tehnice” SF 40388050-001:2017 si Instructiunii Tehnologice IT MD 67-40388050-
001:2017.

Efectul economic rezultat din implementarea in circuitul economic al tehnologiei
elaborate se exprima prin costul de 5 ori mai mic al unui flacon de cultura starter autohtona, in
comparatie cu costul culturilor starter provenite din import, si costul de 1,3 ori mai mic al

branzei fabricate.

Compartimentul ,,CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI"” reflectd analiza
rezultatelor obtinute formulate succint in concluziile generale si exprimd valoarea practica a

lucrarii prin recomandarile Tnaintate.
Compartimentul ,,BIBLIOGRAFIE” cuprinde cele 179 surse citate in teza.
Compartimentul ,,ANEXE” contine: Adeverintele de depozitare a tulpinilor autohtone

noi de bacterii lactice; Certificatul de testare industriala a tulpinilor in cadrul SRL ,,Major-Auto”
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(or. Taraclia, Republica Moldova) din 23.03.2017; Procesul verbal de producere a culturii
starter; Actele de implementare a tehnologiei pentru fabricare laptelui de vaca si laptelui de capra
de consum pasteurizat, eliberat de SRL ,,Prictenia-Agro” (or.Soroca, Republica Moldova) la
15.03. 2017, a culturii starter in cadrul SRL ,,Major-Auto” (or. Taraclia, Republica Moldova) din
30.06.2017 si a tehnologiei pentru fabricarea branzei din lapte de capra si de oaie eliberat de
SRL, Major-Auto”(or.Taraclia, Republica Moldova) la 31.05.2017; copiile foilor de titlu la
Standardul de Firma SF 40388050-001:2017 si la Instructiunea Tehnologica IT MD 67-
40388050-001:2017 pentru fabricarea branzei in saramura din lapte de capra si de oaie; Copii ale
cererii de brevet, titlului de brevet si a diplomelor de insotire a medaliilor obtinute la saloanele
internationale de inovatii; extras din Procesul verbal de degustare a sortimentului de branzeturi

din lapte de capra cu continut de cultura starter din tulpini autohtone.
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1. LAPTELE DE CAPRA SI BACTERIILE LACTICE UTILIZATE LA
FABRICAREA BRANZETURILOR

Laptele de capra si produsele lactate joacd un rol important in alimentatia populatiei,
datorita calitatilor nutritive excelente si valorii biologice sporite cu grad inalt de asimilare.

Avantajul caprinelor consta in faptul, ca dieta lor include un numar important de plante
medicinale, proteinele laptelui sunt de calitate superioara, iar produsele din lapte de capra
(branza, chefir, iaurt) fac parte din numarul celor mai echilibrate alimente cunoscute de om,
manifestand si efecte terapeutice.

Importanta laptelui de capra in calitatea sa de materie prima valoroasa pentru productia
industriala de produse lactate este bine studiatd, dar diversitatea compozitiei microbiologice a
acestui produs valoros il face relevant pentru cercetarea stiintificd in continuare.

Laptele prezinta o sursa naturala de obtinere a tulpinilor de bacterii lactice cu proprietati
biotehnologice importante pentru industria alimentara, ceea ce determind necesitatea selectarii
acestor tulpini din lapte de capra, studierii i valorificarii lor industriale [98, 99].

Izolarea, identificarea si caracterizarea bacteriilor lactice ramane un subiect actual pentru
microbiologie si biotehnologie, atat in aspect teoretic, cat si aplicativ.

Elaborarea si punerea in aplicare a unei strategii de dezvoltare a productiei din lapte de
capra ar permite Imbunatatirea bazei de materie primd a Intreprinderilor pentru fabricarea

produselor lactate autohtone de calitate superioard pentru alimentarea specializata a populatiei.

1.1 Caracteristicile laptelui de capra in calitate de aliment si sursa naturala de
izolare a bacteriilor lactice

Laptele de capra si produsele lactate obtinute din el joacd un rol important in alimentatia
populatiei, mai ales a tarilor in curs de dezvoltare. In tarile economic dezvoltate cresterea
caprinelor prezintd interes in contextul tendintei de consum a produselor alimentare sandtoase.
Numeroase statistici includ consumul de lapte de capra pe cap de locuitor ca pe un indicator de
bunastare si prosperitate. Ramura agricold incepe sa aprecieze avantajele acestor animale,
cresterea si reproducerea carora nu necesitd cheltuieli mari pentru echipamente si instalatii.
Astazi putem vorbi despre o renastere a ramurii de crestere a caprinelor, ca bazd de materie
primd pentru obtinerea produselor lactate cu proprietdti curativ-dietetice si valoare nutritiva

inalta [46].
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Producerea laptelui de capra este bine dezvoltatd in Europa (Franta, Spania, Olanda,
Norvegia). In majoritatea tarilor laptele de capra este procesat la ferme sau la intreprinderi mici.

Conform datelor FAO, in anul 2000 numarul total de caprine in lume a atins cifra de
aproximativ 720 milioane. Intre anii 1991 si 2016 populatia caprinelor a crescut cu 55%, dar
obtinerea produselor din lapte de capra - cu 70% [86]. Cel mai mare numar de caprine din lume
este atestat Tn zonele uscate, calde, semi-aride si desertice, pe pasuni cu vegetatie foarte rara si in
zonele cele mai inaccesibile.

Printre tarile crescatoare de caprine, pe primul loc se situeaza India si China, dupa care
urmeaza in ordine descrescanda: Pakistanul, Nigeria, Somalia, Sudanul, Brazilia, Indonezia,
Mexicul, etc. Capricultura este bine dezvoltatd si in unele tari din Europa (Franta, Elvetia,
Austria, Anglia, Portugalia etc.), datoritd unor rase cu productivitate inaltd: Alpind franceza,
Saanen-ul elvetian, Nobila germana etc. [34].

Exista peste 200 de rase de capre. Toate rasele moderne de capre pentru lapte au aparut
in Europa, de unde s-au raspandit in intreaga lume. Europa, in special partea alpina din Elvetia,
Franta, Italia si Slovenia, este considerata leaganul raselor de capre pentru lapte.

In Republica Moldova, de rand cu caprinele de populatie locala, sunt inregistrate sapte
alte rase: Saanen, Togghenburg, Alpina Franceza, Anglonubiana, Boer, Murciano, Angora [21].

Potrivit Biroului National de Statistica, in Republica Moldova se observa dinamica
cresterii efectivului (numarul total de caprine) de la 100 mii capete in anul 2000 pand la 159,2
mii capete in 2017. Cu toate acestea, cantitatea de produse obtinute de la caprine in acesti ani a
scazut de la 7 mii tone pana la 4,2 mii tone din cauza lipsei unui program concret de crestere si
ameliorare a caprinelor.

Industria de prelucrare a laptelui in Republica Moldova este reprezentatd de 33
intreprinderi, din care numai cateva mini-intreprinderi se ocupa cu procesarea laptelui de capra
[1]. Produsele din lapte de capra se obtin in conditiile gospodariilor individuale, deseori fara
suport tehnico-normativ, ceea ce impiedica comercializarea lor legald pe piata [12, 17, 34].

Laptele crud destinat procesarii pentru fabricarea branzei, trebuie sa reprezinte un mediu
favorabil pentru dezvoltarea bacteriilor lactice si sa corespunda indicilor de calitate nutritiva si
igienica [26]. De aceea, in laboratorul Biotehnologii alimentare al Institutului Stiintifico-Practic
de Horticultura si Tehnologii Alimentare (ISPHTA), a fost elaborat proiectul Standardului
National SM 317: 2015 “Lapte crud de capra si oaie. Specificatii” care se refera la laptele crud
de oaie si caprd, destinat procesdrii industriale pentru fabricarea diferitor sortimente de produse
lactate.
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Conform proprietatilor organoleptice laptele de capra destinat obtinerii branzei trebuie sa
prezinte un lichid omogen, fara sediment si flocule, sd aiba gust si miros specifice, fara gust si
miros strain. Aparitia mirosului si gustului strain in lapte este, de cele mai multe ori, rezultatul
activitatii biochimice a diferitor microorganisme, provenite de la animale bolnave sau din mediul
inconjurator; in acest caz laptele este impropriu consumului.

Conform proprietatilor chimice, laptele reprezintd o emulsie de grasimi intr-o solutie
apoasa, care contine numeroase alte substante sub forma coloidala sau in stare dizolvata (lactoza,
saruri minerale, vitamine, etc.). El constituie un aliment foarte valoros pentru hrana omului prin
continutul sdu bogat si variat in substante nutritive, mai ales proteine (Figura 1.1).

apa
gliceride

Lapte lipide < fosfogliceride
steride

lactoza proteine < lactalbumina
substante substante < lactoglobulina

negrase azotoase

cazeina

substante neproteice

fosfati
saruri minerale cloruri
citrati
compusi cu Fe, S,Cu

vitamine
alti constituenti < enzime
pigmenti

Fig. 1.1. Principalii constituenti chimici ai laptelui [3]

Compozitia fizico-chimica a laptelui de capra este conditionata de rasa, individualitate,
zona si varsta, nivelul si natura alimentatiei, faza de lactatie, frecventa si durata mulsului, starea
de sdnatate a animalului [34].

Cele mai importante proprietati fizico-chimice ale laptelui de capra sunt: fractia masica
de substantd uscata degresatd (SUD), aciditatea, densitatea, continutul de grasimi, proteine,
lactoza.

Densitatea sa este influentatd de continutul de substanta uscata cat si de raportul care
existd dintre substanta uscata negrasd si grasa. Densitatea laptelui de capra este cuprinsa intre
1,027 s1 1,034°A. Densitatea creste odatd cu cresterea continutului de substanta negrasa si scade
proportional cu cresterea continutului de grasime. Cunoasterea densitdtii prezintd importanta,
atat pentru depistarea eventualelor falsificari prin diluarea laptelui, cat si pentru a stabili
continutul de substanta uscata.

Se considera, ca principalele componente ale laptelui sunt proteinele, grasimile si lactoza.
Continutul de grasimi si proteine in laptele de capra depinde de multi factori, inclusiv perioada

anului. In zonele cu climd temperata, la sfarsitul verii, in laptele de capra se inregistreaza cel mai
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scazut nivel de grasimi si proteine, si cei mai Inalti indicatori ai aciditatii active. Continutul de
grasimi §i proteine este influentat si de perioadele de lactatie. La reducerea numarului de mulsuri
au loc schimbari ale confinutului proteinelor, pe cand continutul de grasimi ramane neschimbat.
La sfarsitul perioadei de lactatie, odata cu reducerea volumului de lapte muls, in lapte se mareste
cantitatea de proteind si lactoza. Cu toate acestea fractiile masice ale proteinelor, grasimilor si
lactozei sunt mici comparativ cu continutul apei in produsele lactate, de exemplu branza contine
37-60% apa, iar produsele lactate uscate doar 3-5% apa. Rolul apei in formarea structurii
produselor lactate este deja cunoscut, dar semnificatia sa functionala nu este Incd dezvaluita in
totalitate. Cu toate acestea, prelucrarea laptelui este strans legatd de proprietitile unice si
caracteristicile structurale ale apei [157].

Analiza rezultatelor studiilor comparative privind compozitia fizico-chimica a laptelui de
vaca si laptelui de caprd a evidentiat deosebiri in ce priveste parametrii fizico-chimici (fractiunea
de masa a grasimilor, proteinei, lactozei, densitate, aciditate), ceea ce releva proprietati
tehnologice diferite si multe avantaje ale laptelui de capra fata de laptele de vaca [23, 168].

Laptele de capra este considerat superior laptelui de vaca datoritd efectelor nutritive,
tonifiante, antirahitice, antianemice si antiinfectioase. De asemenea, trebuie remarcat faptul ca
laptele de capra are proprietati antialergice. Lactoza laptelui de caprd are cristale mai mici, ce
conditioneaza o fermentare mai intensiva si mai complexa, diminuand riscul de reactii alergice,
care ar putea fi provocate de laptele de vaca.

Proteinele laptelui de capra comparativ cele ale laptelui de vaca sunt mai usor asimilabile
si mai bogate in astfel de aminoacizi ca histidina, lizina, acidul aspartic, tirozina, triptofanul;
contine mai multe proteine serice, mai cu seama globuline imune; are continut madrit de
lactalbumina si lactoglobulina si cel mai important — imunoglobulina.

Laptele de capra contine mai mult azot deproteinizat, proteinele sunt de calitate mai buna,
cu un continut mai Tnalt de tiamind decét orice alt produs alimentar, §i practic nu produce reactii
alergice si tulburari digestive. Este cunoscut faptul ca asi-cazeina — proteina principala a laptelui
de vaca — este un alergen puternic pentru oameni [128].

Datorita finetii globulelor de grasime, laptele de capra este usor absorbit de vilozitatile
intestinale, si deci, are o digestibilitate mai inaltd. Sub actiunea sucului gastric, proteinele
coaguleaza in flocoane fine, sunt usor digerate de enzimele proteolitice ale intestinului subtire si,
prin urmare, sunt usor asimilate.

Laptele de capra este mai bogat in calciu, fosfor, fier, potasiu si magneziu, acid citric,
acizi caprinic si linoleic, avand un continut ridicat de vitamina C, B1, B2, A. Contine cu mult
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mai putind colesterind si posedd proprietdti antioxidante mai Inalte, ceea ce este benefic pentru
organismul uman.

Prin aceste elemente, laptele de capra reprezintd un produs valoros cu proprietafi
dietetico-curative pronuntate, recomandat in alimentatia copiilor, bolnavilor, batranilor [96] .

S-a demonstrat ca fractia masicd de grasimi si proteine a laptelui de caprd in toate
anotimpurile anului, cu exceptia sezonului de vara, a depasit acelasi indicator in laptele de vaca
cu 0,41%, 0,65%, 1,0% si cu 0,16%, 0,14% si 0,2% respectiv [169].

In perioadele de vard, toamna si iarna, fractia masica a lactozei in lapte de capra, in
comparatie cu cel de vaca, a fost mai mare, respectiv, cu 0,1% si 0,46%. In cazuri cand laptele
de capra poseda fractia masica de lactoza mai mare, comparativ cu laptele de vaca, moleculele
acesteia sunt mai mici si de aceea sunt mai intens atacate de enzima-lactaza (B-galactozidaza),
produsa de microflora culturii starter. Aceasta prezinta o oportunitate a utilizarii laptelui de capra
pentru alimentatia dietetica si cea pentru copii [72, 81].

Fractia masica de substante uscate din lapte de capra, in perioadele de primédvara, toamna
si de iarnd, comparativ cu laptele de vaca, a fost mai mare, respectiv cu 1,43- 1,40 si 1,8% . Cea
mai sporitd valoare a fractiei masice de substanta uscata degresata (SUD) apare in sezonul de
primavara: in lapte de capra - 9,7%, respectiv 8,68 % in laptele de vaca. Prin urmare, laptele de
capra este mai avantajos pentru procesarea tehnologica, decat cel de vaca.

Laptele reprezintd un mediu de culturd complet si favorabil pentru numeroase
microorganisme specifice sau un mediu convenabil de supravietuire pentru alte microorganisme
st virusuri care il pot polua.

Principala sursa de contaminare a laptelui este mediul extern - microorganismele ajung
in lapte din atmosferd datorita lipsei igienei adaposturilor, animalului §i obiectelor folosite la
muls, modului de manipulare, racire si transportare al laptelui, a apei care nu corespunde
cerintelor sanitar-veterinare.

Caprinele prezintd un risc sanitar-epidemiologic mult mai scazut, deoarece nu suferd de
bruceloza, tuberculozd si alte boli care afecteaza bovinele, de aceea laptele de caprd poate fi
consumat in stare cruda, pastrandu-si in acest fel eficacitatea maxima a proteinelor, lipidelor,
glucidelor, vitaminelor, enzimelor si sarurilor minerale [98].

Indicatorii microbiologici ai laptelui crud au o importanta deosebitd, cand este vorba de
consum de produse lactate si sanatate. Trebuie de mentionat cd enzimele secretate de
microorganismele ce se dezvolta in lapte, catalizeaza sau inhiba reactiile biochimice, care cu
certitudine pot avea efecte atat pozitive, cat si negative asupra indicilor de calitate ai laptelui.

23



Aparitia defectelor produselor lactate este determinatd de activitatea microorganismelor, de
aceea trebuie sa fie examinata microflora laptelui in calitate de materie prima [129].

Din punct de vedere al sigurantei alimentare, existd cercetari, care demonstreaza ca
laptele de capra si produsele din lapte de capra congfin cu mult mai putine bacterii patogene decat
laptele altor animale.

Rezultatele cercetarilor privind gradul de contaminare bacteriana a laptelui de capra si a
laptelui de vaca, in functie de sezonul anului, au demonstrat ca laptele de vaca contine mai multa
microflord contaminanti, comparativ cu cel de capra. In special, numdrul de microorganisme
mezofile aerobe i facultativ anaerobe (NMMAFA) in lapte de vaca in calitate de materie prima a
fost de 100 ori mai mare decat in laptele de capra, dar numarul de bacterii coliforme in laptele de
vaca - de 10 ori mai mare decat in lapte de capra. Nivelul de contaminare a laptelui de vaca a fost
practic independent de sezon, in timp ce laptele de capra receptionat in sezonul estival a fost mai
contaminat decit primivara, toamna sau iarna si continea NMMAFA 1,2x10* UFC / cm?® i
bacterii coliforme, respectiv 3x10? UFC/ cm?® [168].

Sunt cunoscute rezultatele studiilor indicilor de calitate si siguranta a branzeturilor
fabricate din lapte crud de capra. Tn aceste branzeturi nu au fost depistate bacterii patogene din
genurile Salmonela, Listeria, Escherichia, Staphylococcus, comparativ cu branzeturile obtinute
din laptele altor animale [62, 75].

Analiza datelor aratd ca laptele de capra ca substrat nutritiv pentru bacteriile lactice,
difera de laptele de vaca dupa raportul componentilor, valoarea biologicd, unele caracteristici
structurale si indicii fizico-chimici, aciditate mai inaltd, continut mai inalt de substante uscate
totale si degresate (de lactoza, vitamine, aminoacizi si a.). Toate acestea predetermind
diversitatea compozitiei speciilor de bacterii lactice izolate din lapte de capra, utile pentru
industria laptelui deoarece poseda proprietati biotehnologice importante, fapt ce constituie inca
un avantaj semnificativ [16].

Sunt cunoscute si alte surse naturale de izolare a bacteriilor lactice: sol, plante,
hidrobionti, precum si produse finite - paine, bere, salamuri etc. [172].

Spre exemplu, au fost izolate sase bacterii lactice probiotice din produsul traditional
fermentat de caise Chulica. Acestea sunt rezistente la un pH scazut, sunt capabile de a produce
acid lactic si bacteriocine eficiente Timpotriva microorganismelor patogene: Bacillus cereus,
Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes, Pseudomonas syringae [67].

Cercetatorii rusi au izolat 55 tulpini de bacterii lactice mezofile din laptele de vaca crud
din diferite zone teritoriale ale Rusiei. Este de remarcat faptul ca cele mai active 3 tulpini au fost
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identificate ca Lactococcus lactis subsp. lactis si poseda un spectru mult mai larg de activitate
asupra microorganismelor patogene [173].

In tarile in curs de dezvoltare (Asia, Africa, Orientul Mijlociu si unele tari
mediteraneene), s-a realizat studiul compozitiei speciilor, proprietatilor si potentialului
biotehnologic al tulpinilor de bacterii lactice comercial valoroase izolate din habitatul lor natural
- laptele de capra. Conform rezultatelor obtinute, aceste bacterii lactice poseda activitate
coagulantd sporita, capacitatea de crestere in mediu cu pH 4,2 si se caracterizeaza printr-0
activitate proteolitica inalta [59].

A fost studiatd microflora produselor lactate din lapte de capra de la diferite rase si a fost
evidentiatd diversitatea microflorei spontane de bacterii lactice izolate din lapte de capra din
regiunile aride si relativ aride din Marocco, Kazahstan, Mongolia, India, Indonesia, Algeria, etc.
[58, 66, 99, 148].

In laptele crud de caprid au fost identificate tulpini de bacterii lactice din genurile
Leuconostoc, Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus. Au fost izolate, studiate si identificate
tulpini de S. thermophilus, L. lactis subsp. lactis, Lb. acidophilus, Lb. bulgaricus, Lb. casei, Lb.
helveticus. Tntr-un alt studiu au fost identificate si tulpini de L. lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis. [58, 66, 99].

Studii ample au fost realizate de catre cercetatorii Nomura, M. et al. (2006), Maysoon, S.
etal. (1995) si Radulovici, Z. et al. (2011), care au prelevat si au studiat probe de lapte de vaca,
capra si produse lactate (branza, iaurt, smantana) din China, Marocco, Serbia, Ucraina, precum si
12 probe de la fermele din Statele Unite ale Americii. In rezultat au fost izolate si identificate
culturi pure de bacterii lactice — L. lactis ssp. diacetylactis, L. lactis ssp. cremoris, L. lactis ssp.
lactis, care se caracterizeaza cu proprietati biotehnologice valoroase, utile pentru aplicarea
industriala la obtinerea unor produse de calitate 1naltd standardizate [89, 91, 98].

Kornabaeva, Z. (2014) comunica despre cercetarile privind izolarea din lapte crud de
capra si din produsul national ,,curd” din lapte de caprd din Sudul Kazahstanului, a 25 tulpini de
bacterii lactice mezofile, care le considera mai adaptate la conditiile climaterice locale si materia
prima autohtond. Tulpinile se caracterizeazd prin acidogeneza si activitate antimicrobiana
sporitd, si rezistenta la antibiotice [148].

Bacteriile lactice izolate din lapte crud de capra prezinta un potential tehnologic sporit.
Astfel, din produsele lactate de capra, din nord-vestul Argentinei au fost izolate si caracterizate

286 tulpini de bacterii lactice, din care au fost selectate opt tulpini cu proprietdti tehnologice si
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activitate enzimatica propice utilizarii in calitate de culturi starter pentru fabricarea branzeturilor
din lapte artizanal de capra [110].

Din o suta douazeci de tulpini de bacterii lactice, izolate din lapte crud de capra in vestul
Algeriei si testate pentru activitatea proteolitica, antibacteriand si de acidogeneza, tulpina L.
lactis subsp. lactis LC2 a prezentat cea mai sporita activitate de acidulare, in timp ce la sapte
tulpini de Lactococcus si sase tulpini de Lactobacillus a fost detectatd activitatea antimicrobiana.
Unele tulpini au demonstrat simultan o activitate sporitda in ce priveste 2 sau 3 parametri
tehnologici [58].

Badis, A. et al. (2004) a studiat 725 tulpini de bacterii lactice izolate din lapte crud de
capra a patru rase algeriene si a observat urmatoarele proprietati tehnologice: 38,6% dintre
izolati au prezentat acidogeneza rapida (mai mult de 60°D timp de 18 ore de incubare); 25,9%
dintre izolati au avut o capacitate proteoliticd sporitd (mai mult de 6ppm leucina / 72 ore) si
14,1% dintre izolati au avut o productie inalta de diacetil (mai mult de 0.8ppm diacetil / 16 ore)
[38].

Tulpini de bacterii lactice cu potential probiotic au fost evidentiate in cercetarile efectuate
de W.L.G. de Almeida Junior et al. (2015). Tulpinile izolate din lapte crud de capra au
manifestat proprietafi antimicrobiene fata de Klebsiela pneumoniae, Salmonella, L.
monocytogenes, B. cereus, S. aureus, E. faecalis, Shigella flexneri si E. coli. si au demonstrat
siguranta microbiologica a produsului, fiind inoculate pentru obtinerea branzei artizanale [114].

Tn decursul anilor 2015-2018 Tn Republica Moldova s-au efectuat studii de izolare din
lapte crud de capra a tulpinilor autohtone de bacterii lactice [44, 101, 125].

Tulpinile izolate, ce apartin bacteriilor lactice mezofile si termofile cu activitate
coagulanta sporitd, sunt de perspectiva pentru utilizarea in componenta culturilor starter pentru
obtinerea diferitor produse lactate fermentate traditionale din lapte de capra [101, 125]. S-a
confirmat faptul ca in probele de lapte crud predomina tulpinile de bacterii lactice L. lactis subsp.
lactis fata de L. lactis subsp. cremoris [44].

Reiesind din proprietdtile mentionate ale laptelui de caprd, este tot mai evidentd
necesitatea cercetdrilor asupra acestui produs in calitate de sursd de izolare a culturilor pure de
bacterii lactice, iar pentru Republica Moldova este imperativa necesitatea unor astfel de cercetari
ce ar permite selectarea tulpinilor autohtone cu proprietati biotehnologice importante si
valorificarea lor In componenta culturilor starter destinate fabricarii produselor din lapte de capra

[8, 47, 52, 101].
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1.2 Bacteriile lactice si ciile lor metabolice de transformare a substratului

Bacteriile lactice prezintd o grupa specificdA de microorganisme, care conditioneaza
fermentarea acidolactica — descompunerea glucidelor pana la acid lactic. Fermentarea glucidelor
poate fi realizata pe cale homofermentativa cu producerea exclusiva a acidului lactic, si pe cale
heterofermentativa, in conditiile in care pe langa produsul de baza — acidul lactic, se formeaza si
produse secundare - acidul acetic, bioxidul de carbon, substante aromatice, alcoolul etilic etc.

Primele cercetari stiintifice ale acestor organisme au fost efectuate de catre L. Pasteur,
rezultatele carora au fost publicate in 1857. De atunci bacteriile lactice prezinta un obiect de
atentie deosebita din partea specialistilor in domeniu.

Bacteriile lactice cuprind o larga varietate de genuri, incluzand un numar considerabil de
specii. In componenta culturilor starter pentru obtinerea produselor lactate fermentate sunt
incluse atat bacterii lactice in forma de bacili, reprezentate prin genul Lactobacillus, cat si in
forma de coci reprezentate de genurile Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus si Leuconostoc
[2].

Genul Lactobacillus reprezintd un grup de bacterii lactice gram-pozitive, cu specii homo-
sau heterofermentative Tn ceea ce priveste metabolismul hexozelor, catalaza-negative, cu unele
tulpini ce descompun peroxidul.

Bacteriile din familia Streptococcaceae fac parte din grupa cocilor gram pozitivi si
cuprinde trei genuri Leuconostoc, Lactococcus si Streptococcus [159].

Tn produsele lactate, bacteriile lactice din genul Leuconostoc au doua functii de baza:
produc compusii de aroma (diacetil, acetoind) si produc ochiuri de fermentare in unele tipuri de
branzeturi (Edam, Goude, Tilsit). Dar aceste bacterii au capacitatea scazuta de formare a acidului
lactic, necesitd adaos de stimulatori pentru coagulare si nu manifestd activitate proteolitica —
parametru esential in procesul de selectare a bacteriilor lactice [172, 119].

Reprezentantii genului Lactococcus sunt bacterii lactice Gram-pozitive, in forma coci sau
forme derivate ale acestora, prezentand uneori celule ovoidale, in functie de conditiile de
cultivare. Celulele, care de obicei sunt asociate in perechi sau lanturi scurte, au diametrul de 0,5
— 1,5 um si nu prezinta mobilitate.

Caracterizafi prin auxotrofie severa fatd de unii aminoacizi §i vitamine, lactococii sunt
facultativ anaerobi, au capacitatea de a se dezvolta in diapazonul de temperatura 10 — 45°C, cu
un optim de 25 — 30°C. Aceste proprietati sunt utile in diferentierea speciilor genului
Lactococcus de cele ale genului Streptococcus thermophillus [12, 16].
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Genul Lactococcus cuprinde 5 specii, din care reprezentantul tipic este Lactococcus
lactis, ce cuprinde subspeciile: Lactococcus lactis ssp. cremoris si Lactococcus lactis ssp.lactis
cu biovarianta producatoare de aroma Lactococcus lactis ssp.lactis biovar diacetylactis [2, 84,
172].

Dintre factorii de crestere ce influenteazd dezvoltarea si activitatea fiziologica a
lactococilor, cei mai importanti sunt aminoacizii izoleucina, valina, leucina, histidina, metionina,
arginina, prolina, acidul glutamic, serina si treonina; vitaminele biotina, piridoxalul, acidul folic,
riboflavina, niacina, tiamina si acidul pantotenic. In plus, de rand cu glucoza, unele
microelemente sunt esentiale pentru dezvoltarea optima in medii definite.

Conform profesorului microbiolog Stepanenco, P. (1999) pentru dezvoltare lactococii
necesitd medii nutritive cu aminoacizi, hidrolizat proteic din carne, lactoalbumine, cazeind si
vitamine, in special vitaminele grupei B. In calitate de sursid de carbon utilizeazi mono- si
dizaharide si acizi organici [172].

Lactococii, ca si majoritatea bacteriilor lactice in general, sunt cultivati pe medii lichide
cu lapte degresat sau lapte hidrolizat si pe medii nutritive agarizate cu lapte hidrolizat.

Pe suprafata mediului agarizat cu lapte hidrolizat si creta formeaza colonii de tip S Tn
formd de picaturi mici cu margine regulatd, dimensiuni 0,5 — 1,0 mm cu zone transparente
conditionate de transformarea carbonatului de calciu sub actiunea acidului lactic in lactat de
calciu solubil. In profunzime coloniile au forma lenticulard. Lactococii cresc in medii nutritive
cu pH cuprins intre 5,5 si 8,8 [172].

Proprietatile biochimice ale lactococilor pot fi identificate dupa intensitatea acidogenezei,
aciditatea limita, capacitatea de a fermenta citrati, activitatea proteoliticd si calitatea cheagului.

La Lactococcus lactis ssp. lactis celulele se amplaseaza in general in forma de diplococi,
in lapte formeaza si lanturi scurte, temperatura optimald de dezvoltare este 30 - 35°C, este un
acidifiant activ; la temperatura optima coaguleaza laptele in timp de 10 - 12 ore (o ansa de
cultura in 10 ml lapte steril), formand coagul omogen, dens, atingand limita de aciditate la
120°T; reduce si coaguleaza laptele turnesolat, descompune arginina cu eliminarea amoniacului,
nu se dezvolta in mediu bazic cu pH 9,5, fermenteaza galactoza, glucoza, maltoza si lactoza, nu
fermenteaza arabinoza, xiloza, zaharoza, tregaloza, salicina, inulina, glicerolul, sorbitolul. Unele
tulpini produc antibioticul nizina, care inhiba dezvoltarea majoritatii stafilococilor, clostridiilor,
micrococilor s.a. [36, 119, 173].

La Lactococcus lactis ssp.cremoris, spre deosebire de Lactococcus lactis ssp.lactis,

celulele formeaza in lapte lanfuri de lungime diferita; temperatura optima de dezvoltare este 20-
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25°C; are activitate de acidogeneza mai slaba in comparatie cu Lactoccus lactis ssp.lactis; la
temperatura optima procesul de coagulare dureaza 12 ore (o ansa de culturd in 10 ml lapte steril),
formand coagul omogen, dens, cu consistenta cremoasa, unele tulpini formand un coagul vascos;
dezvolta o aciditate titrabila in limitd de 110 - 115°T, nu produce amoniac din arginind, nu creste
in mediu cu pH 9,2 si in mediu cu continut de 4% de NaCl; nu creste in lapte cu 0,3% albastru de
metilen. Se intdlneste n natura cu mult mai rar decat Lactococcus lactis ssp. lactis [119, 172].

Lactococcus lactis ssp. lactis biovar diacetylactis se evidentiaza prin calea metabolica
heterofermentativa deoarece, in afara de acidul lactic din lactoza si acid acetic din glucoza,
produce si substante aromatice diacetil si acetoina din citrati. Celulele acestei biovariante se
amplaseaza asemanator L. lactis ssp.lactis; dar se deosebesc prin activitate acidifiantd mult mai
slaba decét Lactococcus lactis ssp.lactis si Lactococcus lactis ssp.cremoris, formeaza coagul
timp de 16 ore (o ansa de culturd in 10 ml lapte steril) si mai mult, aciditatea limita atinge 70 -
100°T, reduce si coaguleaza laptele turnesolat, creste in mediu cu 4% NaCl, majoritatea
tulpinilor descompun arginina cu eliminarea amoniacului. Temperatura optimala de crestere este
25°C [2, 82, 173].

Figura 1.2 reprezinta caile metabolice de transformare a substratului la bacteriile lactice

homofermentative si heterofermentative [115].
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Fig. 1.2. Caile metabolice la bacteriile lactice homofermentative si heterofermentative [115]
Reprezentantul principal al genului Streptococcus este Streptococcus salivarius ssp.

thermophilus, care dupa anul 1985 a fost reclasificat n Streptococcus thermophilus. Sunt bacterii
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lactice Gram-pozitive, nesporogene, imobile, de forma sferica sau ovala, in frotiuri se intalnesc
in lanturi.

Conform proprietatilor culturale S. thermophilus este facultativ anaerob; se dezvolta in
limite largi de temperatura, se multiplica la 45°C, fiind o specie termofild; se dezvolta pe medii
ce contin peptond, glucide (glucoza, sucrozd), incubarea se realizeaza la 37°C, timp de 24 ore. Pe
mediile solide formeaza colonii mici (cu diametrul de 0,5-1 mm), uniforme, cu margini regulate,
lucioase, nepigmentate, semitransparente.

Activitatea proteolitica a streptococilor este in general mai slaba decdt cea a
lactobacililor, concluzie rezultatd in urma determinarii azotului neproteic in laptele degresat
inoculat cu Lactococcus lactis. Intensitatea acidogenezei este mai mare in comparatie cu alti
streptococi lactici. Formeaza coagul timp de 3,5-6 ore, aciditatea limitd prezinta 110 - 115°T.

Bacteriile speciei S. thermophilus nu produc catalaza si oxidaza, nu fermentecaza
manitolul, maltoza, D-sorbitolul, inulina, glicerina, ramnoza, salicina, dextrina, rafinoza, xiloza
si nici trehaloza. S. thermophilus nu se dezvolta in medii cu albastru metilen, NaCl si pH 9,6, nu
reduc laptele turnesolat la 30 °C.

S. thermophilus este utilizat la obtinerea produselor lactate si ocupa locul II (dupa
Lactococcus lactis) dupa importanta printre culturile starter utilizate Tn industria laptelui.
Aceastda specie bacteriand face parte din grupul bacteriilor lactice termofile si este utilizata
impreuna cu Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus in obtinerea laptelui covasit, iaurtului,
bauturilor acido-lactate [173].

Cercetatorii Bannikova, L., Koroliova, N. (1975) de la Institutul de Cercetari Stiintifice
din domeniul Laptelui din Rusia si Laudoniu, A. (1995) de la Institutului de Chimie Alimentara
din Romania au propus metode de identificare si diferentiere a subspeciilor de bacterii lactice
utilizate Tn industria laptelui [19, 119].

Un rol deosebit 1l au bacteriile la fabricarea produselor lactate fermentate (lapte acru,
laurturi, branzeturi, etc.) [35, 172]. Pentru obtinerea diferitor branzeturi sunt folosite culturile
starter compuse numai din bacterii mezofile (culturile starter singulare formate din L.lactis
subsp.lactis si L.lactis subsp.cremoris) sau din bacterii mezofile si termofile (culturile starter
mixte).

Activitatea vitala a microorganismelor lactice are un rol decisiv la fabricarea produselor
lactate fermentate, asigurand desfasurarea proceselor biochimice in directia dorita, obtinandu-se
proprietatile specifice fiecarui produs. In scopul dirijarii proceselor biochimice si obtinerii
produselor lactate cu proprietati organoleptice superioare, in tehnologia laptelui se folosesc
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culturi pure de bacterii lactice special selectionate [106, 108].

1.3 Culturi starter de bacterii lactice utilizate la fabricarea branzeturilor

Obtinerea produselor lactate fermentate este imposibila fara utilizarea culturilor de
bacterii lactice, de proprietatile carora in mare masura depinde calitatea produsului finit.

Din cele mai vechi timpuri laptele fermentat de cultura spontana era folosit in calitate de
maia pentru insdmantarea laptelui crud. Dar asemenea procedeele faceau posibila si
multiplicarea unor microorganisme nedorite, care determinau multiple defecte ale produselor sau
puteau fi daunatoare sanatatii consumatorilor.

In scopul dirijarii proceselor biochimice si obtinerii produselor lactate de calitate
superioard, in tehnologia laptelui se folosesc culturi pure de bacterii lactice special selectionate
cu proprietati biotehnologice stabile [3, 160].

Culturile starter sunt aplicate in obtinerea produselor lactate din categoria ,,alimentelor
functionale”, bogate in componente nutritive valoroase: proteine, glucide, acizi organici,
vitamine, minerale [20, 96, 123]. Sub aspectul importantei acestor alimente functionale, in
Republica Moldova a fost elaborata si implementata cultura starter din bacterii lactice autohtone,
care a obtinut diverse distinctii la expozitiile internationale de inventii (Anexa 1) [5, 20].

Prin folosirea culturilor selectionate pure in procesul de fabricare a produselor lactate
acide se obtine un efect dublu — tehnologic si igienic. Efectul tehnologic constd in faptul cd prin
concentratia optimd a microorganismelor specifice in lapte se obtine aciditatea si aroma dorita
pentru fiecare produs Tn parte. Efectul igienic se manifesta prin dominarea microflorei favorabile
fata de contaminantii rezisten{i din lapte si de contaminantii aparufi in procesul de fabricare a
produsului [16, 50, 78].

Tn branzeturi, bacteriile lactice inhiba dezvoltarea microorganismelor nedorite care pot da
produsului finit diferite defecte de aroma, structurd si aspect sau sunt ddundtoare sdnatatii
omului. In plus, aciditatea gribeste actiunea pepsinei si favorizeaza eliminarea zerului din
coagul. Scaderea continutului de apa mareste capacitatea de pastrare a branzei. Microflora lactica
are §i o activitate proteolitica care scindeaza macromoleculele proteice si contribuie in acest fel
la Tmbunatatirea aromei si texturii produsului finit [3].

Deci, functiile principale ale culturilor starter la fermentarea laptelui sunt:

- coagularea laptelui si formarea texturii produsului lactat finit;
- producerea acidului lactic, substantelor antibacteriene, substantelor aromatice;
- favorizarea procesului de maturare a branzeturilor prin activitatea lor enzimatica;
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- obtinerea produsului cu proprietati functionale [65].

Culturile starter sunt definite drept culturi ce se obtin din cultura pura stoc (inoculum) si
care prin trecere la culturi intermediare (pasaje) pot fi folosite la obtinerea produselor lactate
fermentate (produse lactate acide, smantana, branzeturi etc). Culturile starter pot fi clasificate in
mezofile si termofile [2].

Culturile starter mezofile singulare sunt formate numai din L. lactis subsp. lactis si L.
lactis subsp.cremoris. Folosirea acestor culturi este dictatd de necesitatea de a evita formarea
,ochiurilor” de fermentare la unele branzeturi, ,,ochiuri” formate in urma producerii de CO> de
catre bacteriile aromatizante.

Culturile starter mezofile multiple reprezintd amestecuri de 5-6 tulpini selectionate
compatibile, cultivate separat pana la stadiul de cultura primara. Tulpinile nu se dezvolta
impreuna, ceea ce face ca nici o tulpina sd nu devina dominanta. Aceste culturi pot fi folosite mai
multe luni in sir fard a-si pierde capacitatea de acidifiere.

Culturile starter mezofile mixte sunt formate din specii de bacterii acidifiante din genul
Lactococcus, si din specii de bacterii producatoare de aroma din genul Lactococcus sau
Leuconostoc si se deosebesc prin urmatoarele tipuri:

Tipul L - formate din bacterii acidifiante (L.lactis sau L. cremoris) si bacterii
producatoare de aroma numai din genul Leuconostoc (Leucon. citrovorum, Leucon. dextranicum,
Leucon. lactis);

Tipul D - formate din bacterii acidifiante (L. lactis sau L. cremoris) si numai L.lactis
biov.diacetilactis in calitate de bacterii producatoare de aroma;

Tipul LD - formate din bacterii acidifiante (L. lactis sau L. cremoris) si bacterii
producatoare de aroma, atat din specii de Leuconostoc, cat si L. lactis biov. diacetilactis [16].

Culturile starter termofile pot fi de doua tipuri:

Acidifiante — culturi formate numai din Lactobacillus acidophilus;

Acidifiante/aromatizante — culturi constituite din unul sau mai multe specii de lactobacili
si dintr-o specie de streptococi. Se deosebesc: cultura starter termofila pentru iaurt (Lb.
bulgaricus si Str.thermophilus), si cultura starter termofild pentru branzeturi cu pasta tare si
semitare (Lb. bulgaricus, Lb. lactis, Lb. helveticus si Str. thermophilus).

Datoritd aplicarii culturilor termofile la branzeturi are loc acidifierea, ce favorizeaza
eliminarea zerului din coagul.

In functie de procedeul si tehnologia de obtinere, culturile starter se impart in:
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- culturi bacteriene — pentru utilizarea lor in producere nu este nevoie de concentrarea
bacteriilor. Ele contin maximum 10 miliarde UFC in 1 cm? de suspensie;

- concentrate bacteriene — se obtin prin concentrarea biomasei bacteriilor, astfel incat in 1
cm?®de concentrat se contin minimum 10 miliarde UFC.

In functie de starea fizica culturile starter se impart in: lichide, uscate, congelate, pe medii
nutritive solide [87].

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

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

Culturile lichide. Culturile pure (inoculum) lichide sau combinatia de tulpini se adauga in
lapte steril degresat. Cultura prezintd un concentrat de microorganisme sub forma lichida, putin
consistenta, de culoare alb-galbuie sau brunad. Avantajul acestor culturi bacteriene constd in
faptul, ca ele pot fi utilizate la prepararea maialelor imediat, intrucat microflora lor este mai
activa [2.,4].

Culturile uscate. Se obtin din masa bacteriana sau combinatii de culturi lichide, prin
uscare in mediu de protectie. Culturile uscate sunt identice cu concentratul bacterian uscat si
difera de acesta numai prin numarul de celule a bacteriilor lactice (aproximativ de 100 ori mai
mici).

Concentratele bacteriene. Se obtin din culturi lichide, prin centrifugarea mediului la
15000 rot/min, cand se elimini zerul si are loc o concentrare a celulelor la valori de 5-10%g . Pot
fi livrate la intreprinderi ca atare sau se pot congela si livra sub forma de concentrat bacterian
uscat sau lichid [2, 172].

Culturile starter uscate (liofilizate) reprezintd un concentrat de bacterii, obtinut prin
uscarea culturilor concentrate lichide la temperaturi joase - liofilizare, ceea ce permite o afectare
neesentiald a celulei microbiene. Aceste culturi sunt ugor transportabile si pot fi pastrate un timp
indelungat (mai mult de 1 an) la temperaturi scazute (4+5°C), de aceea culturile uscate au o
utilizare mai vasta [16].

Consortiile de tulpini de bacterii lactice sunt din punct de vedere tehnologic mai
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convenabile in comparatie cu monocultura, deoarece sunt mai rezistente la actiunea microflorei
straine si liza bacteriofagilor [143, 169, 176]. Din experienta cercetatorilor in domeniu s-a
constatat, ca cel mai reusit se combina tulpinile, care au acelasi nivel de activitate acidifianta.

In fabricarea industriala a branzeturilor se utilizeaza maialele selectionate formate din una
sau mai multe tulpini de bacterii lactice mezofile si termofile - Str. thermophilus, Leuconostoc
Lactococcus, Lactobacillus. Totusi, maialele din bacterii lactice mezofile sunt folosite Ia
prepararea unui numar mai mare de sortiment de branzeturi decat cele termofile [4, 142].

Utilizarea S. thermophilus in compozitia culturii starter destinata fabricarii branzei are
anumite avantaje:

- acidifierea este mai moderatd din cauza capacitatii de tamponare a coagulului si ea
favorizeaza sinereza. In acest fel se asigura o umiditate si un pH suficient de redus pentru ca mai
apoi branza sd urmeze cu succes o lunga perioada de maturare;

- amelioreaza proprietatile organoleptice ale produsului: in cazul branzeturilor celulele
bacteriene vor elibera sisteme enzimatice care vor participa, de rand cu cheagul, la maturare.

Prin capacitatea de a intensifica proteoliza, utilizarea sa tehnologica modifica
proprietatile reologice ale branzei, contribuind la maturarea corecta a ei.

In timpul maturarii branzei, bacteriile lactice termofile prezente Tn numir mare la sfarsitul
fabricatiei vor disparea dupa un timp: S. thermophilus in timp relativ scurt, iar lactococii dupa o
perioadd mai lungi. In branzi vor rimane lactococii mezofili, pediococii si bacteriile propionice
care vor degrada lactatul si vor forma ochiurile. Liza celulelor bacteriilor lactice termofile este
insotitd de eliberarea de enzime proteolitice active care participd la maturarea branzei. In cazul
unei fermentari la temperatura 35-38°C, bacteriile lactice termofile se dezvoltd, dar cele
mezofile, Tn special cele aromatice - dispar [4].

Pentru obtinerea fiecarui tip de branzeturi, se utilizeazd culturile starter, concentratele
bacteriene compuse din microflora specifica. Sortimentul branzeturilor si compozitia culturilor
starter utilizate Tn tehnologie este prezentat in Tabelul 1.1 [142].

Culturile combinate folosite pentru fabricarea branzei permit scaderea riscului de absenta
a coagularii din cauza schimbadrilor de sezon in calitatea laptelui sau dezvoltarea bacteriofagilor,
crearea si aplicarea compozitiilor noi de bacterii lactice permit obtinerea unui produs stabil de
inalta calitate.

Deci, la alegerea maialelor pentru branzeturi trebuie sd se tind seama nu numai de
capacitatea lor de a produce acidifierea dorita, dar si de alte proprietati metabolice, in special de
capacitatea lor proteolitica pentru a se evita unele defecte de fabricatie [4].
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Tabelul 1.1. Culturi starter de bacterii lactice utilizate la fabricarea branzeturilor [142]

Specii de bacterii lactice | Exemple de branzeturi
Culturi starter mezofile
Lactococcus lactis ssp. lactis Cheddar, Feta, cottage, alte branzeturi fara gauri
L. lactis ssp. cremoris
L. lactis ssp. lactis Gouda, Tilsiter, Samsg
L. lactis ssp. cremoris Branzeturi moi cu mucegai (Camembert, Port
L.lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis Salut)

Leucon. mesenteroides ssp.cremoris

Culturi starter termofile

Streptococcus thermophilus Mozzarella, Brie, Swiss

S. thermophilus Mozzarella

Lactobacillus delbrueckii ssp.bulgaricus Branza pentru pizza

Lb. helveticus Brénzeturi elvetiene (tip Swiss), Grana

Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus

Culturi starter mixte (multiple)
L. lactis ssp. lactis Cheddar
L. lactis ssp. cremoris
S. thermophilus
L.lactis ssp. lactis Feta
L. lactis ssp. cremoris Branzeturi albe
S. thermophilus
Lb. delbrueckii

L. lactis ssp. lactis Bréanzeturi cu cheag (cu temperatura joasa de

L. lactis ssp. cremoris inchegarea a doua)

L. lactis ssp.lactis biovar diacetylactis

L. lactis ssp. lactis Bréanzeturi cu cheag (cu temperatura ridicata de
Lb. helveticus inchegarea a doua)

L. lactis ssp. lactis Branzeturi in saramura

L. lactis ssp. cremoris

Lb. casei

In ultimii ani in industria laptelui sunt utilizate culturile starter importate din alte tari si
aparti companiilor ,,Danisco”, ,,.Dr.Hansen”, ,Hanna” ,lIgea”. Aceste culturi nu au efectul
tehnologic asteptat deoarece nu sunt adaptate la materia prima autohtond si conditiile de
producere ale intreprinderilor din tard, de asemenea sunt costisitoare, ceea ce influenteaza pretul
produsului final.

Astfel, elaborarea asociatiilor simbiotice noi de bacterii lactice din diferite grupuri
taxonomice este una dintre directiile de perspectiva necesare si avantajoase. Implicarea culturilor
starter mixte din bacterii lactice mezofile si termofile permite dezvoltare simultana a ambelor
tipuri de microorganisme la temperaturi de 28-32°C, contribuind la:
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» stabilizarea procesului tehnologic cu indicatori specifici de calitate si siguranta;

« imbunatatirea proprietatilor probiotice datorate substantelor biologic active sintetizate
de catre tulpinile de bacterii probiotice selectate Tn mod special;

« imbunatatirea parametrilor organoleptici ai produselor;

* cresterea valorii biologice a produselor;

» cresterea duratei de valabilitate a produsului finit;

* extinderea gamei de produse [3].

Numeroase publicatii relateazd despre avantajul utilizarii culturilor starter autohtone n
procesul de fabricare a branzeturilor in comparatie cu unele culturi starter comerciale.

Selectarea in calitate de materie primd a laptelui de inaltd calitate si implementarea
culturilor de bacterii lactice autohtone cu proprietati tehnologice valoroase sunt cele mai

importante etape in tehnologia de fabricare a branzei.

1.4 Tehnologia de fabricare a branzei din lapte de capra

Reglementarea tehnica defineste termenul ,,branza” — produs proaspat sau maturat, cu
pasta moale, semitare, tare sau extra tare, in care raportul dintre proteinele serice si cazeind nu
depaseste acest raport in lapte. Deosebim branza maturata si branza nematurata.

Branza nematurata — branza care este gata pentru consum la scurt timp dupa fabricare.

Branza maturatd — branza care, nu este gata pentru consum la scurt timp dupa fabricare,
urmand sa fie pdstratd un anumit timp la temperaturd si conditii speciale care determina
modificarile biochimice si fizice caracteristice branzei in cauza [18].

Branzeturile reprezintd o sursa importanta de factori nutritivi, cu valoare biologica inalta,
concentrati intr-un volum mic si cu digestibilitate inaltd. Valoarea nutritiva a branzeturilor este
determinatd de continutul important de substante proteice si grasimi usor asimilabile, saruri
minerale de calciu, fosfor, magneziu, sodiu si clor precum si vitamine. Prin concentrarea de
grasimi In coagulul obtinut la precipitarea cazeinei, branzeturile devin o sursd de vitamine
liposolubile A, D, E, K mai importate decat laptele. Continutul de lactoza si vitamine
hidrosolubile este mai scazut deoarece acestea trec in zer. Continutul de calciu al branzeturilor
depinde de felul in care a fost realizata inchegarea laptelui, fiind mai mare la coagularea cu
cheag si mai scazut in cazul coagularii prin acidifiere naturala. Branzeturile cu continut mai mic
de grasime, de exemplu branza de vaca si urda, au un caracter dietetic si pot fi consumate de

catre persoanele ce suferd de anumite boli in care consumul de grasimi este contraindicat [10].
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Branza se fabrica prin doud metode — metoda separata (din lapte degresat cu addugarea de
friscd) si metoda traditionald (din lapte normalizat). In procesul de fermentare branza poate fi
obtinutd prin fermentare acidd, termo-acida sau acidifiere cu cheag [142]. Metoda separatd de
fabricare a branzei include urmatoarele etape: receptia si pregdtirea materiilor prime, fabricarea
branzei cu continut scazut de grasime, amestecarea branzei cu friscd, ambalarea si etichetarea
produsului finit. Dezavantajul acestei metode constd in procesul tehnologic indelungat si
costisitor.

Tehnologia de fabricare a branzei prin metoda traditionala are un avantaj deosebit —
permite obtinerea produsului finit de etalon cu consistenta find si moale [142]. Branzeturile
obtinute din lapte de capra se caracterizeaza prin continutul mai sporit de proteina, reprezentat de
75-80 % cazeina, particularitate deosebit de utila in transformarea lui in branza [34].

Tehnologia de obtinere a branzeturilor include un complex de metode biotehnologice
independente, bazate pe cele mai complexe procese fizico-chimice, biochimice, microbiologice
si reologice care provoaca schimbari profunde in aproape toate componentele laptelui la nivelul
macro-, micro- si submicrostructurilor. Derularea acestor procese depinde de multi factori si
trebuie sa fie monitorizatd in timpul fabricarii branzei pentru a obtine un produs finit de calitate
inaltd, cu proprietati caracteristice de gust, aroma si consistenta a acestui tip produs.

Tehnologia de fabricare a branzei prin metoda traditionala include operatiunile, indicate
in Figura 1.3.

Laptele destinat fabricarii branzei este receptionat, filtrat si curdtat de impuritatile
continute si ulterior este supus prelucrarii. Proprietatile laptelui prelucrat, a culturii lactice
utilizate si parametrii tehnologici influenteaza indicii organoleptici si fizico-chimici (fractia
masica de grasimi, fractia masica de umiditate, fractia masica de clorura de sodiu) ai oricarui tip
de branza.

In functie de tipul produsului fabricat, se face normalizarea continutului de grisime al
laptelui. Aceasta practica se foloseste in tehnologia obtinerii branzeturilor, deoarece fiecare
sortiment de brdnzd are un anumit continut de grasime raportat la substanta uscatad. Fractia
masica de grasimi in substanta uscatad a branzei este reglementatd prin normalizarea laptelui
prelucrat. Cantitatea de grasimi afecteaza formarea consistentei produsului, precum si valoarea
nutritiva a acestuia. Trebuie remarcat faptul, ca cu cat e mai mic continutul de grasime in branza,
cu atdt mai mare este continutul de umiditate si invers. Umiditatea si gradul de sarare a branzei

determind intensitatea proceselor microbiologice si biochimice care apar Th masa branzei
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maturate. Necesitatea vizualizdrii si ajustdrii acestor factori determind aparitia diferitor defecte in

branza [174].

Curdtirea prin
centrifugare

Receptia si pregatirea materiei prime

/

Pasteurizarea <— Normalizarea

Récirea pana la temperatura de inoculare

\

Inoculare cu culturile starter, saruri de calciu, enzima coagulanta

Fermentarea Separarea zerului
v
Sarare < Formarea si presarea branzei

Ambalarea Th ambalaj de desfacere

y

Depozitarea

A

Livrarea

Fig. 1.3. Fluxul tehnologic general de fabricare a branzei [16]
Maturarea laptelui se realizeazd in cazul necesitatii prin mentinerea materiei prime

normalizate la temperatura de 10+2°C timp de 12+2 ore pana la aciditatea 19-20°T cu sau fara
adaos de cultura starter.
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Laptele normalizat destinat fabricarii branzeturilor se pasteurizeaza la temperaturi Tnalte,
respectiv 78+2°C timp de 15-20 sec. Imediat dupa pasteurizare, laptele se raceste pana la
temperatura de coagulare 32-35°C.

In materia prima cu temperatura 20-24°C se introduc 1-5% de maia (culturd), preparati
special pentru fabricarea sortimentului dat de branzeturi. Cantitatea de cultura starter introdusa se
regleazd 1n functie de activitatea acesteia si calitatea materiei prime. Gustul si aroma
branzeturilor, cét si consistenta coagulului sunt determinate in mare masurd de componenta si
proprietatile microflorei maialelor (culturilor starter). Pentru branzeturi trebuie sa se utilizeze
maiale foarte active cu o aciditate redusa.

Etapa de fermentare a laptelui in tehnologia de producere a branzei se realizeaza Tn baza
transformarilor biochimice si fizico-chimice ale componentelor laptelui care trec in produs.
Elementele de baza pentru fabricarea branzei sunt procesele biochimice care au loc sub actiunea
sistemelor enzimatice bacteriene si a enzimelor utilizate. In acelasi timp, proteinele se
descompun intr-o serie intreaga de substante azotate, dintre care peptidele si aminoacizii sunt
principalii compusi responsabili de formarea gustului. In rezultatul activitatii bacteriilor lactice
se fermenteaza lactoza, se stabileste pH-ul mediului si potentialul redox, care creeaza conditii
pentru fermentarea ulterioara a casului. Produsele obtinute in procesul heterofermentativ
participa la crearea aromei, iar dioxidul de carbon creeaza desenul branzei. Procesele enzimatice
sunt insotite de formarea unui numar mare de compusi, de calitatea si cantitatea cdrora depinde
gustul si aroma produsului [144, 155].

Prin urmare, microflora creata de bacteriile lactice este factorul principal in obtinerea
unui produs de calitate, deoarece influenta altor factori de maturare este limitatd. Reglarea
procesului de fermentare este cel mai important element Tn producerea branzeturilor.
Imbunatitirea tehnologiei pentru asigurarea calitatii inalte si stabile a produsului este intotdeauna
legatd in mod direct de procesul fermentarii [163].

Dupa introducerea maielei, masa se amesteca si se lasa pentru fermentare. O importanta
mare in formarea proprietatilor organoleptice ale produsului 0 are temperatura de fermentare,
care depinde de speciile de bacterii folosite in maia. La fabricarea produselor fermentate cu
cultura microbiand compusa din bacterii mezofile si termofile, temperatura de fermentare se
stabileste la nivelul de 28-32°C. Acest regim termic permite o dezvoltare normald a ambelor
specii de microorganisme.

Pentru fabricarea branzeturilor, in lapte se adauga cheagul care are un rol special n
derularea procesului tehnologic, n deosebi la maturarea branzeturilor. La producerea oricarui tip
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de branza, 0 anumita cantitate de enzime proteolitice active este retinuta in cas (2-6%), iar restul
trece n zer. Partea ramasa 1n branza ramane activa si continua sa descompuna cazeina in timpul
maturarii. Atat cantitatea cat si specificitatea produselor de descompunere a proteinelor sunt
factori importanti in formarea gustului si structurii branzeturilor [178]. Se stie ca laptele de capra
este caracterizat printr-un continut mai mare de calciu [2]. Din surse bibliografice s-a constatat
ca o crestere a dozei de clorura de calciu sporeste gradul de utilizare a cazeinei, precum si
raportul Ca/P in cheag [177].

Deci, pentru coagularea laptelui si obtinerea branzei, laptele se insdmanteaza cu o culturad
purd de bacterii lactice, se adauga clorura de calciu si cheag. Cantitatea de clorurd de calciu
variaza Intre 15 — 40 gr solutie la 100 litri lapte. Solutia de clorurd de calciu se prepara din 650
grame CaCl; dizolvati in 350 cm® apa. Dupa amestecare timp de 10-15 min, laptele se mentine
pana la atingerea aciditatii de 60-70°T, care asigura coagularea laptelui in cel mult 6-10 ore sau
4-6 ore prin metoda accelerata cu utilizarea maialei simbiotice mixte. Finalizarea procesului de
coagulare se determina dupa caracterul coagulului, care trebuie sa fie potrivit de compact si sa se
divizeze la agitare. Durata coagularii este de 15 — 90 minute, in functie de tipul de branza si de
temperatura de coagulare.

Prelucrarea ulterioara a coagulului are drept scop eliminarea zerului si se realizeaza prin
taierea si presarea acestuia. Pentru eliminarea zerului, coagulul format se taie. Zerul eliminat este
transparent de culoare verzuie-deschisa. Pentru prelucrarea coagulului este nevoie de o crinta,
caus pentru scoaterea cheagului si o sedild. Coagulul se scoate cat mai repede pentru a nu se raci
deoarece racirea acestuia impiedicd eliminarea zerului, iar sfirmarea duce la pierderea de
substanta uscatd. Dupa 10 minute se procedeaza la prima taiere a coagulului, iar peste 10-15
minute se face tdierea a doud, dupa care coagulul este supus formadrii §i presarii. Presarea este
foarte importantd deoarece aceasta operatiune contribuie la eliminarea atat a zerului, cat si a
aerului din coagulul. Daca presarea este foarte puternica, odatd cu eliminarea zerului se poate
elimina si o cantitate importanta de grasime si cazeina. De aceea este necesar sase i-a in calcul,
ca greutatea finala a unui kilogram de branza poate fi de 0,5-1,0 kg si durata de presare poate
varia intre 45-90 minute, iar procesul se considera incheiat atunci cand zerul se scurge in picaturi
rare si este limpede [10]. Coagulul obtinut, bine scurs, se introduce in forme cilindrice sau
dreptunghiulare acoperite cu sedila si cu partea inferioara perforata pentru eliminarea zerului
[142].

Casul obtinut dupa presare se pune la sdrare. Sdrarea branzei se realizeaza in doua etape —
sdrarea umeda si uscatd. Sdrarea umeda se realizeaza prin mentinerea bucatilor de branza timp de
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14-16 ore in saramura cu concentratia de sare de 20-22 %, iar sararea uscata - prin presararea
bucatilor de branza cu sare grunjoasa dupa scoaterea acestora din saramura. Durata sararii uscate
constituie 24 ore si continua in ambalaj. Branzeturile in saramura se deosebesc de alte tipuri prin
faptul ca se matureaza si se pastreaza in saramura.

Baza maturarii si formarii parametrilor organoleptici ai branzeturilor 0 constituie
transformarile enzimatice ale componentelor laptelui, cu formarea de numerosi compusi de gust
si aroma specifice a produsului [122, 144, 151, 154]. Cele mai importante transformari in timpul
maturarii le sufera lactoza, substantele proteice si grasimea.

Lactoza, In urma reactiei de glicoliza, este transformatd mai intdi in acid piruvic §i mai
apoi 1n acid lactic care, intrd in reactie cu calciul din paracazeinatul de calciu formand lactatul de
calciu, precum si alte siruri. In acest mod boabele de coagul se lipesc, rezultind o masa
omogena.

Substantele proteice in forma de paracazeinat de calciu, prin reactia de proteoliza
(hidroliza partiala a cazeinei), formeaza peptone si albumoze. Prin continuarea hidrolizei
peptonele se descompun in aminoacizi, substante determinante in obtinerea gustului si aromei
branzeturilor, iar o parte a acestora trec in amoniac si bioxid de carbon.

Procesul de proteoliza este influentat de diverse enzime proteolitice: proteaze ale laptelui,
proteaze din preparatele enzimatice. Enzima cheagului, datorita specificitatii nalte a chimozinei
care intrd Tn compozitia sa, are un efect limitat asupra cazeinei in timpul maturarii branzei,
exprimandu-se mai ales la schimbarea consistentei produsului. Alte modificari ale proteinelor in
timpul maturarii branzeturilor au loc sub actiunea proteinazelor si peptidazelor produse de
culturile de bacterii lactice [121].

Grasimile, Tn prima fazd a reactiei de lipoliza, se transforma in glicerina si acizi grasi,
fenomen valabil pentru toate sortimentele de branzeturi. EIl este mai accentuat la sortimentele cu
maturare in prezenta mucegaiurilor, cand acizii grasi sunt hidrolizati pana la aldehide si cetone,
conferind aroma specifica, de rand cu acidul propionic si acidul acetic [3].

Branza obtinuta dupa sarare se ambaleaza n folie polimerica, prevenindu-se astfel
contactul cu mediul inconjurator - aer, lumind, umiditate, deshidratarea (uscarea), infectarea cu
microorganisme, si se matureaza timp de 15-20 zile. In cazul branzei in saramurd ambalarea se
face in butoaie din lemn, interiorul carora Se captuseste cu un sac de polietilena sau alt material,
pentru a preveni scurgerea saramurii. Pe fundul ambalajului se presara un strat de sare grunjoasa,

lar bucatile de branza se aseaza in straturi compacte fara a lasa goluri. Butoiul umplut se lasa 1-2
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zile pentru autopresare, se toarna saramura si se lasa la temperatura de 10-12°C pentru maturare.
Dupa 15-20 zile de maturate brénza este gata pentru livrare.

Branzeturile se depoziteaza la temperatura de 2-6°C in camere frigorifice curate,
dezinfectate in care lipsesc mirosuri striine, durata de pastrare fiind de 12 luni. In depozitele
amenajate, subsoluri temperatura nu trebuie sa depaseasca 12 °C , durata de pastrare fiind de 4

luni [16, 142].

1.5 Concluzii la capitolul 1

1 Laptele de capra, prin elementele nutritive ce le contine si forma lor usor asimilabila,
reprezinta un aliment functional complet. Importanta laptelui de capra in calitate de materie
prima valoroasd pentru productia industriald de produse lactate este bine studiata, dar
diversitatea compozitiei microbiologice a acestui produs valoros il face relevant pentru
cercetarea stiintifica in continuare.

2. Conform rezultatelor studiilor deja realizate, un rol important in fabricarea produselor lactate
fermentate il au microorganismele prezente in materia prima, care prin activitatea lor vitald
asigura proprietatile specifice fiecarui produs. Bacteriile lactice sunt creditate cu merit
deosebit in ce priveste proprietatile nutritionale si terapeutice, ce le confera produselor lactate
inhibarea microflorei patogene a tractului digestiv, supresia cancerului, atenuarea intolerantei
la lactoza si efectului anticolecterolic.

3. In scopul dirijarii proceselor biochimice si obtinerii produselor lactate cu proprietati
organoleptice superioare, in tehnologia laptelui se folosesc culturi pure de bacterii special
selectionate, fapt ce asigurd un efect dublu — tehnologic si igienic. Un avantaj in acest sens il
prezintd utilizarea in componenta culturilor starter a tulpinilor de bacterii lactice
homofermentative si heterofermentative.

4. Valorificarea tulpinilor microbiene izolate din habitatul lor natural permit selectarea
bacteriilor lactice adaptate la calitatea materiei prime, cu proprietati biotehnologice sporite
sigure si stabile, fapt ce permite de a obtine produse lactate de calitate inalta.

5. Cresterea volumului de fabricare a produselor din lapte de capra si lipsa culturilor starter
special orientate obtinerii produselor din lapte de caprd, argumenteaza necesitatea si
evidentiaza actualitatea cercetarilor orientate spre izolarea din lapte de capra, identificarea si
selectarea bacteriilor lactice autohtone cu proprietiti biotehnologice valoroase pentru
industria laptelui.
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Analiza surselor bibliografice relevante la tema tezei a permis de a formula problema de
cercetare care a fost pusa in fata acestei lucrari: necesitatea selectarii tulpinilor noi de bacterii
lactice mezofile si termofile de importanta tehnologica in scopul utilizarii lor In componenta
culturilor starter autohtone pentru fabricarea produselor lactate fermentate din lapte de capra.

Directiile de rezolvare a problemei de cercetare au constat in urmdtoarele: realizarea
screening-ului bacteriilor lactice izolate din lapte de capra crud in scopul obtinerii culturilor
active si stabile din punct de vedere biotehnologic; aplicarea tulpinilor selectate in culturi starter
si utilizarea lor in procesul de fabricare a produselor lactate fermentate din lapte de capra.

Scopul lucrarii a constat in selectarea tulpinilor de bacterii lactice cu potential
biotehnologic valoros pentru industria laptelui si utilizarea lor in compozitia culturilor starter

destinate fabricarii produselor lactate fermentate din lapte de capra.

Obiectivele cercetarilor au fost urméatoarele:

1. lzolarea culturilor pure de bacterii lactice din laptele crud de capra;

2. ldentificarea tulpinilor izolate conform studiului caracteristicilor morfologice, culturale,
fiziologice si biochimice.

3. Studiul proprietatilor biotehnologice si selectarea tulpinilor de bacterii lactice tehnologic
valoroase pentru industria laptelui;

4. Aplicarea tulpinilor selectate Tn compozitia culturilor starter destinate fabricarii branzei
din lapte de capra;

5. FElaborarea tehnologiei de obtinere a branzei din lapte de capra.
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2. OBIECTELE DE STUDIU SI METODELE APLICATE IN
CERCETARE

Cercetarile stiintifice destinate izolarii, identificarii si selectarii bacteriilor lactice din
laptele crud de capra de interes biotehnologic au fost efectuate in perioada anilor 2014-2018 in
laboratorul de Biotehnologii alimentare din cadrul Directiei ,,Tehnologii Alimentare” a
Institutului Stiintifico-Practic de Horticulturd si Tehnologii Alimentare (ISPHTA) din Republica
Moldova.

2.1 Obiectele de cercetare

Tn calitate de obiecte de studiu au fost utilizate tulpinile autohtone de bacterii lactice
izolate din probe de lapte crud de capra din Republica Moldova si tulpini de referinta depozitate
in diverse Colectii de Microorganisme.

2.1.1 Tulpinile autohtone de Lactococcus lactis ssp. lactis, Lactococcus lactis ssp. lactis
biovar diacetylactis, Lactococcus lactis ssp. cremoris si Streptococcus thermophilus au fost
izolate din habitat natural — lapte crud de capra din diferite regiuni ale Republicii Moldova,
identificate si depozitate ulterior in Colectia Nationald de Microorganisme Nepatogene din
cadrul Institutului de Microbiologie si Biotehnologie si in Colectia Ramurald a Laboratorului de
Biotehnologii Alimentare ISPHTA. Schema cercetarii izolatelor naturale in scopul valorificarii

lor in biotehnologia produselor lactate este prezentata in Figura 2.1.

Izolarea, identificarea si selectarea tulpinilor autohtone de bacterii lactice

'

Studierea proprietatilor tulpinilor selectate

v v v v

morfologice culturale fiziologo-biochimice tehnologice
[ [ [

Depozitarea bacteriilor lactice selectate in CNMN

'

Aplicarea tulpinilor selectate in compozitia culturii starter

'

Utilizarea culturii starter pentru fabricarea branzei din lapte de capra

Fig. 2.1. Schema cercetirilor ale izolatelor de bacterii lactice
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Bacteriile lactice utilizate Tn biotehnologiile alimentare au statut GRAS fiind utilizate pe
scara larga in productia de alimente fermentate in conditii de siguranta alimentara [57, 85].

Procedura de izolare a culturilor pure de microorganisme lactice s-a efectuat prin
inoculdri periodice (minimum de 10 ori) Tn lapte degresat steril pana la formarea coagulului dens.
Dupa etapa de imbogatire probele heterogene selectate au fost insamantate si incubate pe mediu
nutritiv solid - in lapte degresat steril [77]. Pentru obtinerea coloniilor de culturad pura probele au
fost insamantate n 6 eprubete, dintre care 2 au fost incubate in termostat la 30°C, 2 — la 37°C si
2 — la temperatura de 45°C.

Selectarea tulpinilor autohtone de bacterii lactice s-a efectuat in conformitate cu schema
prezentata in Figura 2.2.

Fiecare tulpina noua de microorganisme a fost descrisa conform caracteristicilor specifice
unei culturi pure de microorganisme.

Pentru identificarea izolatelor sunt examinate particularitatile morfologice, culturale,

fiziologo-biochimice si tehnologice [93, 109].

Imbogitirea culturilor
heterogene

\ 4

Prelevarea probelor

Insamantarea si
T oama incubarea culturii
Studierea frotiului nsamaniarea imbogatite pe mediu

microscopic Acolonulor |r_1d|V|duaIe agarizat
in lapte steril degresat

A

A

Cercetarea tulpinilor

v v v v

Coloratia Testul in lapte Activitatea Sensibilitatea
Gram turnesolat fermentativi la bacteriofag

v ' ‘

Dezvoltarea in mediul Producerea compusilor Formarea amoniacului
cu albastru de metilen aromatici din arginina

A 4 A 4

Cresterea in Determinarea
mediul cu NaCl elimindrii de CO2

Fig. 2.2. Schema etapelor de selectare a tulpinilor de bacterii lactice de importanta

biotehnologica
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Descrierea detaliata a izolatelor bacteriene obtinute este prezentata Tn capitolul 3
,Selectarea tulpinilor autohtone de bacterii lactice din lapte de capra”. In baza tulpinilor
autohtone selectate a fost elaborata cultura starter mixta BriCheese, supusa in continuare
investigatiilor ca obiect de studiu aparte. Cultura starter a servit la fabricarea in conditii
industriale a mostrelor de branza, proprietatile carora au fost studiate in capitolul final al
lucrarii.

2.1.2 Cultura de referintd Escherichia coli (ATCC® 25922™) a fost oferitd de catre
laboratorul specializat al Centrului National de Sanatate Publica.

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

Tulpina de referintd Escherichia coli (ATCC® 25922™) prezinta bacili Gram—negativi
din grupa bacteriilor coliforme. Tulpina se dezvoltd in conditii acrobe, pe mediul tripticaza soia

(lichid sau geloza), cu temperatura optima de cultivare de 37°C. Tulpina este recomandata in

2.1.3 Cultura de referinti Staphylococcus aureus (ATCC® 25923™) a fost oferita de
catre laboratorul specializat al Centrului National de Medicina Preventiva.

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

Prezinta bacterii de forma sferica, lipsite de capsuld, Gram-pozitive, aerobe, la microscop
apar sub forma de aglomerari asemanatoare unui ciorchine. Aceasta tulpina se cultiva pe mediul
tripticaza soia la temperatura optimd de 37°C. La cultivare pe medii solide formeaza colonii

mari, de tip sferice, de culoare galben-aurie.

2.2 Mediile nutritive utilizate n studiu

Pentru cultivarea bacteriilor lactice din specii L. lactis ssp. lactis, L. lactis ssp. lactis
biovar diacetylactis, L. lactis ssp. cremoris si S. thermophilus au fost utilizate mediile nutritive
dupa cum urmeaza:

» Lapte hidrolizat. Laptele degresat se sterilizeaza la 0,2 MPa timp de 10-15 min si se
raceste pind la 45°C. Laptele astfel obtinut trebuie sd prezinte o culoare de nuantd crem. Se
stabileste pH-ul 7,6 - 7,8 cu ajutorul solutiei de NaOH si se adauga 0,5 — 1,0 g/l pancreatina;
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peste cateva minute se adaugd 5 ml de cloroform. Vasul se inchide cu un dop si se pune in
termostat la temperatura de 40°C timp de 24 ore. Primele cateva ore vasul se agita periodic si se
deschide pentru eliminarea vaporilor de cloroform. Dupa termostatare se formeaza un hidrolizat,
care se filtreaza prin hartie de filtru. Hidrolizatul obtinut se dilueaza cu apa in proportie de 1:1;
1:2, cu pH 6,8 - 7,0, la care, dupa caz, se adauga alte componente necesare [169, p.95];

> Mediu agarizat in bazd de lapte hidrolizat. In lapte hidrolizat se adauga 1,5 - 1,8% de
agar-agar. Se lasa pentru 20 - 30 min sa se inmoaie, dupa ce se topeste in conditii de 1 atm timp
de 15 min. Mediul obtinut se distribuie in vasele cu volumul necesar si se sterilizeaza 10 min in
conditiile del atm (121+2)°C [119, p.297].

» Laptele degresat sterilizat. Laptele degresat (natural sau restabilit) se sterilizeaza in
conditiile de 1 atm (ce corespunde temperaturii de 121+2°C) in eprubete sau vase din sticla cu
volumul de 0,1 — 2,0 L timp de pana la 10 min. Un indice indirect de eficacitate a procesului de
sterilizare este obtinerea culorii crem-deschis a laptelui [119, p.297];

» Laptele turnesolat. Se obtine prin adaugarea la laptele degresat a 5 - 10% solutie apoasa
de turnesol si 10 % solutie de hidrocarbonat de sodiu péna la aparitia culorii tipice albastru-
violet. Se sterilizeaza la vapori curenti 3 zile la rand cate 20 min. Solutia de turnesol se obtine in
modul urmator: turnesolul se mojareaza, se adauga o cantitate de 10 ori mai mare de alcool etilic
si se extrage la 37°C timp de 3 zile, schimband zilnic alcoolul; sedimentul se usuca in termostat,
se adauga o cantitate de 10 ori mai mare de apa distilatd, se mentine 3 zile la 37°C dupad care se
filtreaza si se sterilizeaza la 0,5 atm timp de 30 min. [169, p.97];

» Mediul pentru determinarea fermentarii hidratilor de carbon. La 100 ml lapte hidrolizat
steril (pH 6,7 - 6,8) se adauga 1,0 ml solutie sterila de indicator Andrade. Hidratii de carbon se
adauga in forma de solutie de 10%, sterilizata la vapori curenti [169, p.97];

» Mediul M 17 pentru izolarea S. thermophilus. Compozitia mediului: peptona (1) — 2,5
g; peptona (2) — 2,5 g; peptona (3) — 5,0 g; extract de drojdie — 2,5 g; extract de carne — 5,0 g;
glicerofosfat — 19,0 g; sulfat de magneziu — 0,25 g; acid ascorbic — 0,5 g; agar — 9 -18 g; apa
distilatd - 950 ml. Amestecul se incélzeste pana la dizolvarea completd a componentelor, apoi se
raceste pana la temperatura de 50+2°C, pH-ul 7,2+0,2. Mediul preparat se sterilizeaza la o
temperatura de 121+1°C timp de 151 min.

» Mediul tripticaza soia. Compozitia mediului pentru un litru de apa purificata: extract de
cazeina 15,0 g; extract de soia 5,0 g; clorura de sodiu 5,0 g; agar 15,0 g. pH 7,3 = 0,2 se
ajusteaza si/sau completeazd in functie de necesitati pentru a corespunde criteriilor de
performanta.
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» Mediu solid pentru diferentierea lactococilor producatori de aromd. Compozitia
mediului: lapte hidrolizat 1000 ml, autolizat de drojdie — 5 %, saharoza — 1 %, citrat de calciu — 1
%, agar — 1,5%. La laptele hidrolizat se adauga autolizat de drojdie, zaharoza, citrat de calciu si

agar; se corecteaza pH 6,5. Se sterilizeaza la 0,1 MPa (121°C) timp de 10-15 min.[169, p.96].

2.3 Metodele de cercetare
Pentru realizarea studiului asupra bacteriilor lactice au fost utilizate metode
microbiologice, biochimice, fizico-chimice clasice de investigare. Pentru optimizarea mediului
de liofilizare au fost utilizate metode matematice de planificare, datele experimentale obtinute au
fost prelucrate prin analiza statisticd. Branza obtinutd din lapte de caprd a fost caracterizata

conform standardelor corespunzatoare [40, 41, 64, 72, 91, 109].

2.3.1 Microscopie

Proprietatile morfologice ale bacteriilor lactice selectate au fost studiate prin
microscopie, utilizadnd microscopul OPTECH; analizele microscopice s-au efectuat cu obiectivul
de imersie cu puterea de marire 100x. A fost estimata forma, marimea, amplasarea celulelor si
absenta bacteriilor straine in frotiu.

Vizualizarea coloniilor s-a efectuat cu ajutorul microscopului stereoscopic MBC-6 cu
putere de marire 6x. Fotografiile au fost obtinute utilizdnd camera digitala Power Shot SX170
(CANON, Japonia).

Pentru vizualizarea bacteriilor au fost pregatite preparate fixe colorate. Frotiurile au fost
colorate prin coloratia simpla cu albastru de metilen si coloratia diferentiald — coloratia Gram.

Coloratia simpla cu albastru de metilen

In calitate de colorant se utilizeaza solutia de albastru de metilen de 1%. Pe suprafata
preparatului uscat se adauga 1-2 picaturi de colorant pe timp de 1-2 minute. Frotiul se spald cu
apa distilata pana la obtinerea culorii albastra-pala, urmat de uscare [119, p.323].

Coloratia Gram

Frotiul pregatit se usuca la temperatura camerei si apoi se fixeaza asupra flacarii. Frotiul
fixat se acopera cu solutie apoasa de violet de gentiana si se lasa timp de 2-3 minute. Colorantul
se Inlatura si frotiul se acopera cu solutia Lugol pentru 1-2 minute. Mordantul se indeparteaza iar
frotiul se spald cu amestec alcool etilic — acetond pina cind amestecul de spalare nu se mai

coloreaza. Lama microscopica se spald cu apa distilata si se acopera cu fucsina timp de 30-60
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sec. Se indeparteaza fucsina si se spald frotiul cu apa de robinet, dupd uscare se examineaza la
microscop la obiectivul cu imersie.
Bacteriile Gram pozitive rezista la decolorare, ramanand colorate Tn violet, iar cele Gram

negative sunt decolorate de alcool-acetona si recolorate in rosu-roz [119, p. 324].

2.3.2 Determinarea calitativa a activitatii catalazei

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

indica o activitate pozitiva [169, p.83].

2.3.3 Determinarea cresterii in lapte turnesolat

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

nu coaguleaza si nu reduc [74].

2.3.4 Determinarea rezistentei bacteriilor la temperaturi inalte

Rezistenta bacteriilor lactice la temperaturile Tnalte se verifica in felul urmator: laptele
degresat si sterilizat se repartizeaza in eprubete cate 10 ml si se inoculeaza tulpina cercetata cu
ansa. In continuare eprubetele se introduc in baia de apa la temperatura 60°C sau 65°C timp de
30 min, apoi se ricesc. In final probele se termostateazi la temperaturd optima timp de 48 ore
pentru a urmari daca tulpinile au rezistat la temperaturi. Cresterea sau lipsa cresterii se determina

vizual dupa reactia de coagulare si prin microscopie [169, p.77].

2.3.5 Determinarea capacitdtii de fermentare a carbohidratilor

Pentru prepararea mediului destinat determinarii capacitatii bacteriilor lactice de a
fermenta hidrati de carbon, la 100 ml lapte hidrolizat steril (pH 6,7 - 6,8) se adauga 1,0 ml
solutie sterilda de indicator Andrade. De asemenea, se adauga cate 0,2 ml solutie de carbohidrat
(lactoza, ramnoza, zaharoza s.a.) de 10% (supuse sterilizarii la 112°C si 0,5 atm.), se adauga

tulpina studiatd si se cultivd la temperatura optimald timp de 48 ore. Se urmareste schimbarea
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culorii mediului: culoarea roz intens indica cd tulpina a fermentat carbohidratul; culoarea roz pal

constatd o fermentare slaba, lipsa colorarii demonstreaza lipsa fermentatiei [169, p.84].

2.3.6 Determinarea formarii amoniacului din arginind

Se prepara mediu nutritiv lichid alcatuit din peptona - 0,05 g/l, KoHPO4- 0,02 g/1, glucoza
- 0,005 g/l , L-arginina- 0,03 g/I (pH 6,8 - 7,0). La 2 ml mediu steril se descarca o ansa de tulpina
cercetatd si se termostateaza la 30°C timp de 48 ore. Prezenta amoniacului se determina cu
ajutorul reactivului Nessler. Aparitia sedimentului de culoare portocalie/maro indica capacitatea
tulpinii de a hidroliza arginina. Daca cultura cercetata nu formeaza amoniac - mediul ramane

straveziu. Se diferentiaza Lactococcus lactis ssp. cremoris, care au reactie negativa [169, p.75].

2.3.7 Determinarea cresterii in mediul cu clorura de sodiu
Tn mediul de lapte hidrolizat se adauga NaCl in cantitate de 2%, 4%. Se inoculeazi cu
tulpinile testate (o ansa la 10 ml) si se incubeaza la temperatura optima timp de 24 - 48 ore. La

sfarsitul perioadei de termostatare se constata prezenta sau absenta cresterii [119, p.183].

2.3.8 Determinarea dezvoltirii in mediul cu albastru de metilen
Testul se efectueaza in lapte degresat steril cu adaos de 0,1% solutie albastru de metilen
insamantat cu cultura cercetata si incubat timp de 48 ore la temperatura optimd. Se urmareste
coagularea si Tndlbastrirea pe verticala (de sus in jos). Se diferentiaza lactococii termofili, care nu

sunt rezistenti si cei mezofili care se dezvolta in mediul cu albastru de metilen [119, p.184].

2.3.9 Determinarea rezistentei bacteriilor lactice la mediul alcalin

Se determina capacitatea de crestere a culturii cercetate in lapte hidrolizat cu pH alcalin
stabilit (pH-ul 9,2 pentru streptococii termofili si pH-ul 9,6 pentru lactococii mezofili), care se
obtine cu ajutorul solutiilor sterile de NaOH (2N) si HsPO4 (2N). Culturile se termostateaza la
temperatura de 30°C pentru lactococii mezofili si la temperatura de 40°C pentru streptococii
termofili (timp de 48 ore). Cresterea sau lipsa cresterii se determind vizual dupa prezenta sau

lipsa turbiditatii. Se examineaza selectiv la microscop [169, p.78].

2.3.10 Determinarea rezistentei bacteriilor lactice la bili
Testul se efectueaza in lapte degresat steril cu adaos de bila (20% si 40%) insamdntat cu
cultura cercetata (o ansa la 10 ml), incubat 48 ore la temperatura optimd si se urmareste

50



coagularea. La sfarsitul perioadei de termostatare se apreciaza cresterea sau absenta ei [119,

p.184].

2.3.11 Determinarea producerii compugsilor aromatici

Metoda constd in determinarea prezentei diacetilului+acetonei dupa proba alcalina prin
proba bazica (KOH de 40%) si urmarirea aparitiei coloratiei roze. Pe o placa de portelan alba se
depun 2 picaturi de cultura cercetata (in faza de 17 - 18 ore dezvoltare) si doua picaturi de KOH
solutia de 40 % si se amesteca. Peste 20 - 25 minute se constatd aparitia sau lipsa coloratiei roze.
Se selecteaza tulpinile ce au prezentat coloratie roza - reactie pozitiva la producerea compusilor

aromatici [119, p.188].

2.3.12 Determinarea elimindrii de CO>

Metoda consta in determinarea maririi nivelului coagulului format in urma incalzirii
pana la 90°C a unei probe de lapte inoculat cu cultura cercetata. In cazul cand cultura formeaza
dioxid de carbon, coagulul devine spongios si nivelul sau de asupra zerului creste de la 0,6 pana

la 2-3 cm si mai mult [169, p.76].

2.3.13 Descompunerea esculinei

Pentru determinarea acestui indice, bacteriile se insaménteaza pe placile Petri continand
mediul cu urmatoarea componenta: peptona din cazeina - 0,5%, extract de carne - 0,3%, citrat de
fier - 0,05%, esculina - 0,1%, agar - 1,5%, pH - 6,6. Bacteriile se cultiva la temperaturi optime

timp de 12 ore. Hidroliza esculinei este indicata de innegrirea mediului din jurul coloniilor [63].

2.3.14 ldentificarea tulpinilor de bacterii lactice mezofile lizogene prin metoda de
fagotipare

Esenta metodei constd in diferentierea tulpinilor lizogene cu ajutorul bacteriofagilor.
Testul se efectueaza in mediul nutritiv lichid, solid (1,5% agar) si semi-solid (0,75% agar) pe
baza de lapte hidrolizat si apa distilata (1:2).

O ansa de cultura cercetatd se adauga Tn 10 ml de mediu lichid, se termostateaza la
temperature de 30°C timp de 5-6 ore, apoi se adauga cloroform (10:1). Suspensia se
centrifugheaza la 418-523 rpm timp de 30 de min. 1,0 ml de supernatant se amesteca cu 0,1 ml

de cultura indicator si 4 ml de mediu semi-solid. Se agita pentru omogenizare, se repartizeaza pe
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mediul solid si se incubeaza la temperatura de 30°C timp de 17 ore. Se diferentiaza coloniile

galbene, opace, tipice pentru culturile lizogene de bacterii lactice mezofile [119, p.182].

2.3.15 Determinarea activitatii de coagulare a laptelui inoculat
Laptele integral fiert se inoculeaza cu 3% de cultura - inoculum (dupa 16 — 18 ore
dezvoltare) si se termostateaza la temperatura optima pana la coagulare. Se urmareste timpul n

care s-a format coagulul [119, p.181].

2.3.16 Determinarea duratei de coagulare a laptelui
Activitatea fermentativa a tulpinilor de bacterii lactice termofile a fost estimata pe mediul
cu lapte degresat. Tn eprubetele cu lapte se adauga 3-5% de tulpina cercetata si se observa durata

de coagulare a laptelui [169, p.13].

2.3.17 Determinarea capacitdtii de sinerezd

Proba de lapte fermentat cu masa cunoscuta se mentine in frigider la temperatura de 4°C,
dupa care se colecteaza zerul eliminat pe suprafata probei si se determina masa probei de lapte
fermentat fara zer. Capacitatea de sinereza este exprimatd prin greutatea zerului in % fatd de

greutatea initiala a probei de lapte fermentat [97].

2.3.18. Evaluarea activitatii de acidifiere

Activitatea de acidifiere a tulpinilor de bacterii lactice a fost evaluata dupa gradul de
micsorare a pH-lui laptelui fermentat de catre tulpina respectiva. Bacteriile au fost incubate in
lapte degresat steril la temperaturi optime timp de 3, 6 si 8 ore. Masurarea pH-lui s-a efectuat cu
ajutorul pH-metrului electronic HANNA (Germania). Aciditatea titrabila a laptelui a fost
determinatd n conformitate cu standardul GOST 3624 [14]. Metoda consta in titrarea acizilor si
a sarurilor acide din lapte cu o solutie de hidroxid de sodiu, in prezenta unui indicator. Aciditatea
titrabila se masoara in grade Turner (°T). Aciditatea laptelui este estimatd dupa cantitatea de
solutie de hidroxid de sodiu de 0,1 mol/L (in ml) , utilizat la titrarea a 10 ml de lapte, multiplicat
x 10. Inainte de analiza se prepara solutiile standard de culoare roz: ntr-un balon de 100 sau 250
ml se adauga 10 ml de lapte, 20 ml de apa distilata si 1 ml solutie de sulfat de cobalt pentahidrat
(CoS0O4'5H20), obtindndu-se o solutie de 25 g/L de sulfat de cobalt. Amestecul se agitd bine.
Solutia standard poate fi pastratd timp de maximum 8 ore la temperatura camerei. Pentru
efectuarea analizei se amestecd 10 ml de lapte si 20 ml de apa distilatd, se adduga trei picaturi de
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solutie alcoolicd de fenolftaleina cu concentratia de 10 g/L. Amestecul se agita bine in decurs de

1 min si se titreaza cu solutie 0,1 mol/L de hidroxid de sodiu pana la disparitia culorii roz.

2.3.19. Determinarea producerii de acid lactic
Acumularea acidului lactic se urmareste dupa fermentarea laptelui de catre culturile
studiate. Aciditatea se determind prin titrare cu NaOH 0,IN (conform 2.3.18). Pentru

determinare se ia Tn consideratie faptul ca 1 ml NaOH 0,1N corespunde 0,009 g acid lactic.

2.3.20. Determinarea parametrilor de crestere a culturii periodice

Rezultatele unui studiu cantitativ al cresterii populatiilor microbiene pot fi prezentate mai
informat si mai precis daca sunt analizati diferiti parametri de crestere: rata specifica de crestere,
timpul de generare (timpul de dublare a biomasei), etc.

Rata specifica de crestere a culturii se calculeaza din datele concentratiei de biomasa in
fazele de crestere activa ale culturii conform formulei 2.1 [130]:

_In X, —In X, (2.1)
T -T,
unde:
Xo si X1 — valoarea biomasei in timp de crestere To si Tz;
Timpul acumularii biomasei - Tn conditii favorabile de mediu, celule se vor multiplica
intr-o progresie geometrica, adica exponential, se calculeaza conform formulei 2.2:
g= In2 0.693 (2.2)

H sau H
unde:

g — timpul de generare;

u — rata specifica de crestere.

2.3.21. Determinarea lactozei

Pentru determinarea lactozei in lapte a fost utilizata statia de cromatografie lichida de
inaltd performanta (HPLC) cu detectare refractometrica formata din: instalatia HPLC Agilent
1100 si Centrifuga OITH-8 (Figura 2.3). Metoda se realizeaza conform procedeului descris in
ISO 22662:2007 [77].

Pentru determinarea lactozei se utilizeaza faza limpede apoasd a laptelui de capra
obtinutd dupa centrifugare. Procesul de obtinere a fazei limpede apoasd se efectueazd prin

centrifugare pe o durata de 15 min. la 8000 rot/min si filtrare printr-o membrana de 0,45 pum.
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b)
Fig. 2.3. Aparataj utilizat pentru determinarea continutului de lactozi: a) Instalatia HPLC
Agilent 1100; b) Centrifuga OITH-8

Celula de referinta a detectorului refractometric clatita de doua ori cu eluent (850 ml de

acetonitril i 150 ml de apa, degazat cu heliu) se lasa pe 15 min pentru stabilirea liniei de fond.
Refractometrul se regleaza la zero. Prin cartusul C18 de filtrare se trece in contrasens 10 ml de
etanol, apoi 10 ml de apa demineralizata. Proba se trece prin cartusul C18 in felul urmator:
seringa de 10 ml se clateste cu 2 ml de proba, dupa care se trece 8 ml din proba de analiza,
cartusul se uneste cu capatul ingust al seringii si proba trece prin cartus; primii 3 ml se elimina,
urmatorii 5 ml se transfera Tn balon conic de 10 ml. Pentru reutilizare ulterioara, cartusul dupa
filtrare se clateste cu 10 ml de etanol, apoi cu 10 ml de apa demineralizata. 1 ml solutie standard
de lactoza, pregatitda in prealabil cu concentratic de 2,0%, puritate >99% se introduce in
dispozitivul de injectare. La momentul deplasarii la 90° a manetei dispozitivului, pompa
cuaternara include 10 pl de solutie in faza mobild acetonitril cu apa pentru transfer in coloana
cromatografica. Coloana de cromatografiere Zorbax Sax NH> se spala cu 50 ml de etanol, Thainte
de trecerea amestecului acetonitril cu apa in compozitie 85:15. Debitul initial a fost de 0,1
ml/min., apoi a fost marit progresiv pand la 1,5 ml/min. Se observa separarea apei si a lactozei
in dependentd de timpul de retinere. Detectorul refractometric determina online valoarea
suprafetelor picurilor apei si lactozei, apoi informatia se transmite in baza de date a softului
pentru analiza. Durata analizei a constituit 12 min. Respectiv 1 ml proba de analiza (faza limpede
dupa centrifugarea laptelui) se supune analizei calitative si cantitative, in acelasi mod ca si
solutia standard. Procesarea datelor obtinute se realizeaza conform urmatoarelor calcule:

a) calcul factorilor de raspuns a solutiei standard de lactoza conform formulei 2.3:

RF, =%
C

(2.3)

st
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unde:
Sst — este suprafata picului componentului 1n solutia de calibrare;
Cst - concentratia componentului 1n solutia de calibrare.
b) calcul continutului de lactoza in lapte de capra conform formulei 2.4:

c = Sw (2.4)
" " RF,

unde: Spr. - suprafata picului lactozei in proba de analizat. Rezultatele se exprime in %.

2.3.22. Asocierea tulpinilor pentru obtinerea culturilor starter pentru brinzd

Tntr-un pahar conic Erlenmeyer cu lapte degresat steril se adauga 3 anse din asociatia de
lactococi mezofili si 0 ansa de tulpina termofila. Paharul se plaseaza in incubator la temperatura
30£2°C. Se monitorizeaza timpul de formare a coagulului. Peste 6 ore de la inceputul incubarii
se verificd rata de crestere a microorganismelor prin examinare microscopica. Se selecteaza
asociatiile care au coagulat laptele maximum in 7 ore si pe frotiul microscopic al carora se
observa dezvoltarea lactococilor si a streptococilor [169].

Cultura starter se preparara dupa schema prezentata in Figura 2.4.

L. lactis ssp. L. lactis ssp. L. lactis ssp. lactis Sth hil
lactis cremoris biovar diacetylactis thermophiius
v

Asocierea tulpinilor L.
lactis ssp. lactis

v v
Asocierea tulpinilor
L. lactis ssp. lactis si L. lactis ssp. cremoris

\ v

Formarea asociatiilor de lactococi mezofili L. lactis ssp. lactis, L. lactis
ssp. cremoris si L. lactis ssp. lactis biovar diacetylactis

v v

Combinarea tulpinilor selectate in culturi mixte

v

Studierea caracteristicilor biotehnologice a culturii mixte multicomponente

Fig. 2.4. Schema de obtinere a culturii starter pentru brénza
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2.3.23. Determinarea compatibilitatii tulpinilor n cultura

In laptele fiert cu temperatura optima pentru cultivare a bacteriilor lactice se introduce
3% de cultura combinata. Dupa obtinerea coagulului, culturile se plaseaza pentru 1-2 ore la
temperatura camerei, apoi la temperatura de 3-5°C timp de 16-18 ore. Compatibilitatea tulpinilor
n cultura se determina prin timpul de formare a coagulului in comparatie cu timpul de formare a
coagulului catre fiecare tulpina din culturd aparte. Sunt selectate culturile mixte, care formeaza

coagul Tn perioada de timp comparabila cu cea mai activa tulpina din asociatie [169, p.86].

2.3.24. Determinarea caracteristicilor organoleptice ale culturilor starter

Tn laptele pasteurizat se adauga 1-1,5% de culturd si se incubeazi la temperatura 30+1°C.
Dupd formarea coagulului dens laptele fermentat se raceste si se plaseazd in frigider la
temperatura 4+2°C. A doua zi, prin degustare, sunt selectate culturile care au format coagul dens

cu aroma de lapte curat si gust caracteristic [169, p.72].

2.3.25. Detectarea tulpinilor antagoniste

Tn lapte degresat steril (50 ml) se inoculeaza culturile cercetate (1-2 picaturi), incluse in
cultura starter si se plaseaza la temperatura optima de crestere timp de 48 h. Apoi, coagul se
filtreaza printr-un filtru de hartie, filtratul se incalzeste pe o baie de apa timp de 10 minute, dupa
care se raceste rapid. Filtratul (I ml) se adaugd in eprubete cu lapte degresat steril (10 ml)
amestecat cu albastru de metilen. Apoi, in fiecare eprubeta se adauga cate 8 picaturi din fiecare
cultura cercetatd, se amestecd si se plaseaza la temperatura optimd de crestere a culturii.
Totodata, se prepara probele martor - n eprubete cu lapte degresat steril (10 ml) amestecat cu
albastru de metilen se adauga culturile separate si se plaseaza la temperatura optima de crestere.

Dupa 2 ore de incubare se observa reducerea albastrului de metilen. Daca laptele inoculat
cu filtratul (proba de testare) reduc albastru de metilen mai lent decat proba martor, inseamna ca
filtratul contine substante antibiotice, iar cultura este antagonista. Culturile starter care contin

culturi antagoniste sunt eliminate [119, p.191].

2.3.26. Determinarea stabilitatii culturilor starter

Pentru acest test culturile starter se cultiva la temperatura 30+2°C in lapte degresat steril
peste fiecare 15 zile (3 pasaje). In eprubete cu lapte degresat steril se introduce 1% de cultura
starter. Incubarea se face pana la obtinerea coagulului, dar nu mai mult de 7 ore. Pastrarea
culturilor intre reinsamantari se efectueaza la temperatura 3-5 °C. Apoi culturile bacteriene se
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cultiva la temperatura 30+£2°C 1n lapte pasteurizat cu determinarea duratei de coagulare,

caracteristicilor organoleptice si microscopia coagulului [169, p.26].

2.3.27. Metoda de determinare a proprietatilor antagoniste ale bacteriilor lactice

Pentru determinarea proprietatilor antagoniste ale bacteriilor lactice a fost utilizata
metoda godeurilor [134]. In calitate de culturi patogene de referinti au fost utilizate
microorganismele: Staphylococcus aureus ATCC® 25932™ si  Escherichia coli ATCC®
25922™, Pentru culturile de referintd au fost utilizate mediile nutritive specifice. Pe mediul
agarizat distribuit 1n placi Petri si populat cu cultura de referinta respectiva au fost sfredelite cu
un sfredel steril godeuri cu diametrul 6-8 mm, care au fost inlocuite prin culturi de bacterii
lactice studiate. Cutiile Petri au fost incubate timp de 24 ore la temperatura de 37°C. A fost
determinat diametrul zonei de inhibitie a cresterii tulpinilor patogene de referinta [169].
culturii de referinta la antibiotice, conform gradatiei lui M. Birgher [124, 152]:

@ zonei <10 mm — sensibilitate scazuta;

@ zonei 11-15 mm — sensibilitatea medie;

@ zonei 15-25 mm — sensibile;

@ zonei > 25 mm — sensibilitate sporita.

2.3.28. Determinarea numdarului de bacterii lactice

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

Numirul de bacterii lactice a fost determinat printr-o serie de dilutii a cite 1 cm® in doui
randuri paralele de tuburi cu lapte degresat steril, efectuat in conformitate cu metoda indicata in
standardul GOST 10444-88 si SM SR ISO 15214-14 [13, 31].

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

Conform caracteristicilor numerice se gaseste cel mai probabil numar de microorganisme

lactice care se inmulteste cu cifra de dilutie de la care Incepe caracteristica numerica [15].
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2.3.29. Determinarea numdrului de microorganisme aerobe mezofile si facultativ
anaerobe (NMMAFA)

Numarul total de bacterii, drojdii si micromicete intr-un 1ml de produs testat a fost
determinat prin insdmadntarea in profunzime a suspensiei diluate succesiv pe mediu nutritiv solid
conform standardului SM EN 1SO 4833-1:2014. Pentru aceasta, S-a preparat o serie de dilutii
succesive in cutii Petri si incubate la temperatura 30£1°C timp de 48 ore [29].

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

coloniilor.

2.3.30. Identificarea bacteriilor coliforme

Dintr-un 1 g de produs se prepara dilutia primara printr-o serie de dilutii zecimale, incat
sa fie posibild determinarea numarului estimat de bacterii coliforme sau cantitatea prevazuta in
documentul reglementat pentru un anumit produs. Fiecare dilutie (in triplicat) se introduce in
eprubete cu mediu nutritiv pregatit conform standardului SM ISO 4831 si 4832 [27, 33].
Eprubetele se termostateaza la 37+1°C timp de 24%2 ore. Tn caz daci nu se observa formarea
bulelor de gaz sau o turbiditate ce ar Tmpiedica detectarea gazului, incubarea continua inca 2442
ore. Eprubetele in care se observa formarea gazului dupa 2442 ore sau dupa 48+2 ore sunt

considerate pozitive.

2.3.31. Identificarea microorganismelor patogene, inclusiv Salmonella

Pentru detectarea unui numar mic de bacterii din genul Salmonella, este obligatorie
imbogatirea prealabila a culturii. Conform Standardului SM EN 1SO 6579, 25 g de produs supus
analizei se incalzeste pana la 37+1°C si se suspendd in apd peptonatd tamponatd, urmat de
incubare la 37£1°C timp de 1842 ore. Culturile incubate se insamanteaza pe mediul agarizat si Se
termostateaza la 37+1°C timp de 24+3 ore [28]. Coloniile suspectate a fi din genul Salmonella se

identifica ulterior prin teste biochimice si serologice specifice.

2.3.32. Identificarea cantitativi a Staphylococcus aureus.

Toate mediile pentru identificarea Staphylococcus aureus se pregatesc conform
metodelor indicate Tnh Standardul SM SR EN 1SO 6888-2 [32]. 1 g de produs supus analizei se
suspenda in mediul nutritiv selectiv lichid. Eprubetele se incubeaza la 37°C timp de 24-48 ore.
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Prezenta estimativa a stafilococilor coagulazo-negativi in mediul lichid se determinata conform
gradului de turbiditate a mediului. Suprafata mediului de diagnostic selectiv agarizat se
insamdnteaza cu inocul din eprubetele estimate ca pozitive dupa 24 de ore si din toate eprubetele
dupa 48 ore. Culturile se termostateaza la temperatura de 37°C timp de 24-48 ore.

Prezenta prezumtiva a stafilococilor se determind dupd prezenta coloniilor tipice.
Confirmarea rezultatelor se efectueaza prin coloratia Gram, activitatea catalazei si coagulazei.
Confirmarea stafilococilor coagulazo-pozitivi se realizeaza prin determinarea formarii acetonei,
fermentdrii In conditii aerobe a maltozei si, daca este necesar, determinarea activitatii nucleazei

termostabile si activitatii hemolitice.

2.3.33. Procesul de liofilizare a bacteriilor lactice

Culturile de bacterii lactice selectate au fost pastrate folosind statia pilot a Laboratorului
de Biotehnologii alimentare al ISPHTA formatd din: bioreactorul Biostat Sartorius A+,
centrifuga cu racire Rotina 38R si liofilizatorul LABCONCO Freeze Dry System (Figura 2.5).

a) b) c)

Fig. 2.5. Aparataj utilizat pentru cultivarea, concentrarea si liofilizarea bacteriilor

lactice: a) Bioreactorul Biostat Sartorius A plus; b) Centrifuga cu racire Rotina 38R;
¢) Liofilizatorul LABCONCO

Liofilizarea prezintd un procedeu de conservare prin uscare care consta in eliminarea apei
dintr-un produs congelat in prealabil prin sublimarea sub vid (adica trecerea directa a apei din
stare solida in stare de vapori) si printr-un aport dirijat de caldura [117]. Procesul de liofilizare se
efectueaza prin congelarea si uscarea suspensiei in vid la 57 Pa direct din stare congelata, evitand
faza lichida. In aceste conditii bacteriile se pastreaza in stare de anabiozi cu metabolism limitat.

Liofilizarea s-a efectuat la instalatia de marca Labconco, conform procedeului elaborat in
Laboratorul de Biotehnologii alimentare al ISPHTA [56]. Biomasa bacteriana a fost separata de

lichidul cultural prin centrifugare la 11000 rot/min, timp de 30£2 min. Sedimentul a fost
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resuspendat in mediul protector in raport de 1:1 si repartizat a cate 4 ml in flacoane sterile cu
capacitatea de 10 ml pentru liofilizarea ulterioard. Flacoanele cu suspensie au fost congelate la
temperatura de -40°C. Treptat temperatura s-a marit pana la +27°C, pentru eliminarea maximala

a umiditatii. Durata procesului de liofilizare - 20+2 ore.

2.3.34. Determinarea fractiei masice de grasime in substanta uscati

Determinarea fractiei masice de grasime in substanta uscata se efectueaza conform SM EN
ISO 1735 [25]. Se folosesc butirometre speciale pentru branza. Se cantiresc 3 g de branza, se
mojareaza bine si se introduc in paharul butirometrului. Dupa etansarea acestuia, in partea
inferioara se introduce acid sulfuric d=1,55 pana la acoperire completa a paharului, se astupa cu
dopul si se introduce in baia de apa la 70°C. Se agita, dupa 30 min in masa descompusa de
branza se introduce 1 ml alcool izoamilic si acid sulfuric pana la acoperirea diviziunii 35 de pe
tija butirometrului si se astupa cu dopul la partea superioara. Se amestecd §i apoi se
centrifugheaza 5 min la turatia de 800-1200 rot/min. Dupa centrifugare butirometrul se introduce
in baia de apa timp de 5 min, apoi se citeste procentul de grasime direct pe tija gradata a

butirometrului. Se calculeaza procentul de grasime raportat la substanta uscata din branza.

2.3.35. Determinarea fractiei de umiditate

Determinarea fractiei de umiditate Tn produs se efectueaza conform SM EN 1SO 5534
[30]. Se determina continutul procentual al apei prin metoda uscarii la etuva. Pentru acest test se
cantareste fiola din sticla cu nisip calcinat, bagheta, capacul si 2 g de branza, care se noteaza
prin G 1, apoi se introduce in etuva cu capacul asezat langa fiola timp de 30 min. la temperatura
de 105 °C, dupa uscare si racire in exicator fiola cu capac, bagheta si branza se recantareste si se
noteaza cu G2. Calcul cantitatii de apa la 100 g de branza se calculeaza prin formula 2.5:

G1-G2 100 (2.5)

% apa =
unde:
G1 - greutatea fiolei cu branza inainte de uscare;

G2 — greutatea fiolei cu branza dupa uscare;
G - grame brénza luate in analiza (ex. 2 g).

2.3.36. Determinarea fractiei masice de clorurdi de sodiu (NaCl)
Determinarea fractiei masice de clorura de sodiu (NaCl) in produs se efectueaza conform

SM SR EN ISO 5943:2012 [24]. Tn paharul butirometrului cu capacitatea de 100 cm® se adauga
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de la 2 g pani la 5 g de produs, 30 cm? de api si 2-3 cm3de acid azotic. Metoda consti in titrarea
cu o solutie de azotat de argint, amestecarea si mentinerea pana la atingerea punctului final de
titrare, care corespunde diferentei maxime de potential observata intre doud adaugari consecutive
de volume egale (0,05 cm?3) dintr-o solutie standard de azotat de argint.

Fractiunea de masa a clorurii de sodiu in %, se calculeaza prin formula 2.6:
(2.6)

(V, =V,) x xM

X, = 1000 " 100
m

unde:

C - concentratia molari a solutiei azotat de argint mol / dm?;

Vo- volumul solutiei azotat de argint utilizat n proba martor, cm?;

V1- volumul solutiei azotat de argint utilizat Tn analiza produsului, cm?;

M - masa molara pentru exprimarea rezultatului sub forma unei fractii de masa de clor in
procente;

m - masa probelor de analiza, g.

Rezultatul final al analizei este considerat ca media aritmeticd a rezultatelor a doud

masurari paralele.

2.3.37. Analiza de regresie

Analiza de regresiec consta in identificarea relatiei matematice dintre variabile
independente (ex. aciditatea activa si numarul de bacterii lactice viabile) si una variabild
dependenta (ex. durata de cultivare a tulpinii). Metoda se realizeaza cu scopul de a gasi modelul
de regresie, care permite definirea unei erori, minimizarea acesteia §i exprimd rezultatele
experimentelor maximal corect.

- Construirea intervalului de incredere

Pentru a construi intervalul de incredere s-a utilizat cerintele stabilite in Standardul
GOST 8.207 ,,Sistem de stat pentru asigurarea uniformitdtii masuratorilor. Masuratori directe cu
observatii multiple. Metode de prelucrare a rezultatelor observatiilor. Principii de baza” si GOST
R 50.1.037,,Recomandari pentru standardizare. Statistici aplicate. Reguli de verificare a
coinciderii distributiei experimentale cu cea teoretica” [15, 162].

Utilizand MO Excel a fost construite intervalele de Tncredere pentru estimarea
parametrilor medii ai indicilor de aciditate activa a laptelui in timpul dezvoltarii tulpinii (Tabelul

2.1).
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Tabelul 2.1. Calculul intervalelor de incredere

Nr Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetilactis CNMN-LB-73
dlo Timp, ore Valorile aciditatii active, pH
x1 X2 xmed x1-xmed x2-xmed
1 0 6,7 6,6 6,65 0,05 -0,05
2 2 6,58 6,62 6,6 -0,02 0,02
3 4 6,40 6,35 6,37 0,03 -0,02
4 6 6,17 6,22 6,2 -0,03 0,02
5 8 5,86 5,94 59 -0,04 0,04
6 10 5,62 571 5,66 -0,04 0,05
7 12 5,10 5,08 5,09 0,01 -0,01
8 14 4,77 4,88 4,82 -0,05 0,06
Valorile intervalelor de incredere si a variatiilor
(x1-xmed)? | (x2-xmed)? | X(xi-xmed)? | Variation | Confidence Conf1l Conf 2
1 0,0025 0,0025 0,005 0,05 0,016794 6,633206 | 6,666794
2 0,0004 0,0004 0,0008 0,02 0,006718 6,593282 | 6,606718
3 0,0009 0,0004 0,0013 0,025495 0,008563 6,361437 | 6,378563
4 0,0009 0,0004 0,0013 0,025495 0,008563 6,191437 | 6,208563
5 0,0016 0,0016 0,0032 0,04 0,013435 5,886565 | 5,913435
6 0,0016 0,0025 0,0041 0,045277 0,015207 5,644793 | 5,675207
7 0,0001 0,0001 0,0002 0,01 0,003359 5,086641 | 5,093359
8 0,0025 0,0036 0,0061 0,055227 0,018549 4,801451 | 4,838549

- Determinarea punctelor stationare dupa modelul optimal

Pentru determinarea punctului de extrema (maximumul absolut) al unei functii in
regiunea cercetatd, au fost construite curbele ce descriu cinetica dezvoltarii tulpinilor studiate la
inceputului fazei logaritmice prin modelul polinomial de ordinul 2 (temperatura de cultivare
30+2°C).

In punctele analizate proximitatea modelului matematic de cel experimental (R2=I sau
0,99) se obtine prin aproximarea datelor experimentale, utilizdndu-se ecuatia polinominala de
ordinul al doilea. Modelul optimal de ordinul al doilea (x?) permite descrierea exactd a
rezultatelor experimentelor efectuate.

Metodele de analiza matematica s-au folosit conform modelului optimal. Punctele critice
permit determinarea valorilor maxime absolute ale functiei si au fost gasite prin construirea
dependentelor experimentale (numarul de celule in timpul cultivarii).

Extremele obtinute conform modelului matematic coincid cu extremele obtinute in cadrul
experimentului, ceea ce confirma un grad Tnalt al veridicitatii experimentul.

Evaluarea comparativi a extremelor modelelor dependentei de ordinul al doilea (22) este

prezentata in Tabelul 2.2.
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Tabelul 2.2. Tabelul rezumativ al extremelor pentru estimarea numarului de bacterii

lactice cultivate la temperatura 30+2°C (y).

Extremele obtinute in Extremele conform

Tulpina Ecuatia de regresie urma experimentului modelului matematic
X y X y

M | y=-00253x +0,7473x + 3,2583 14,78 8,89 14,77 8,17
My | y=-00221x +0,6435x +4,1985 | 14,31 8,92 14,56 8,88
CL'\I'B'\_/'Y’;" y = -0,0285x2 + 0,7941x + 3,1202 13,71 8,66 13,93 8,65
CLI\Q\./%_ y =-0,0237x2 + 0,5796x + 4,7508 11,69 8,30 12,23 8,29
CL'\é'\_/'Y’;" y = -0,0251x2 + 0,6437x + 3,8808 12,49 8,06 12,82 8,00
N | y=-00236x+06299x + 45895 | 132 875 13,34 8,79
s | y=-00506x+13449x+13035 | 1131 9,00 11,28 8,89

In rezultatul prelucrarii matematice a datelor experimentale s-au determinat ecuatiile de
regresie de ordinul doi, care descriu exact dependenta aciditatii active si numarului de bacterii

lactice de durata cultivarii in mediul din lapte de capra.

2.3.38. Planificarea matematicd a experientelor de optimizare a mediului protector

Mediul de protectie pentru liofilizarea bacteriilor lactice a fost optimizat prin elaborarea a
doud modele matematice adecvate, fiind calculati indicii de viabilitate a tulpinilor liofilizate.
Toate interactiunile posibile intre agentii de protectie au fost luati in considerare.

Planificarea matematica a experimentelor are ca sarcind elaborarea schemei in baza
datelor obtinute, unde se tine cont de toate combinatiile posibile intre factorii de influenta.
Aceste date formeaza matricea-sistem a experimentului planificat.

Initial, experimentul planificat necesitd atribuirea factorilor de influentd pentru doud
nivele de variatie: superior Xsuyp si inferior Xint. Aceste nivele se aleg la distanta egala de nivelul
central Xo al factorului de influenta, desemnat ca nivel de baza sau punct zero, ce indica valoarea
factorilor de influenta in proximitatea carora se efectuecaza modelarea experimentala. Intervalul
limitat de valorile inferioare si superioare ale factorilor de influenta descrie domeniul
experimental. In acest interval de variatie toti factorii de influent pot avea valori.

Pentru generalizarea matricelor-sistem si simplificarea modului de prezentare ale

experimentelor derulate, coordonatele se transforma prin atribuirea nivelului superior al
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factorului de influenta a simbolului "+1", nivelului inferior - a simbolului "-1", iar punctului
central respectiv simbolul ,,0”.
In forma codificata, matricea initiald a legaturii matematice stabilite intre functia de

raspuns Y si factorii de influenta X, are urmatoare formula 2.7:

Y =b, +Zik:1bi e +z:;jbij XX +Z:<:lbiixi2 Foreey

unde:

2.7)

Y — functia de raspuns;

Xij— valoarea codificatd a factorului 1, j;

bo, bi, bij — coeficientii ecuatiei;

k — nivelul superior al variabilei reale.

Variabilele reale se transforma in variabile codificate prin schimbarea unitatii de masura
si originii sistemului de axe de coordonate. Coeficientii bi se calculeazd in baza datelor
experimentale obtinute in cadrul experimentului planificat, efectuat Tn ordine aleatoare
(randomizatd). Ordinea de efectuare a experientelor se alege 1n baza tabelului datelor cu
distributie probabilisticd. Matricea sistem este determinata de tabelul structurat al nivelelor
factorilor, avand valori pentru factorii xi. Matricea sistem a experientelor de optimizare a
mediului de protectie pentru bacteriile lactice cercetate este prezentata in Tabelul 2.3.

Tabelul 2.3. Matricea-sistem a experientelor pentru optimizarea mediului protector

Cantitatea in mediul Forma codificati
protector, %
Nr. crt. x1 X2
lapte citrat de x1 X2 Y1 Y2 Y med
degresat de sodiu

capra
1 70 1 -1 -1 69,8 70,2 70
2 80 1 1 -1 77,4 77 77,2
3 70 2 -1 1 72,3 72,7 72,5
4 80 2 1 1 81 80,6 80,8
5 75 15 0 0 76 76 76
6 80 15 1 0 79,2 79,8 79,5
7 70 15 -1 0 72 72,4 72,2
8 75 2 0 1 77 77 77
9 75 15 0 -1 74,2 73,8 74

Nota: *conform analizei ANOVA media rezultatelor variabilei dependente (n=2) este statistic

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

Matricea respectiva a stat la baza realizarii experimentului cu doi factori de influenta si
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descrie veridic (p<0,05) modificarea viabilitatii bacteriilor lactice in dependentda de continutul

substantelor in mediul de protectie.

2.3.39. Analiza statistica a datelor

a. Prelucrarea statistica a datelor privind rezultatele a 2-5 repetari obtinute s-a efectuat
prin calcularea urmatorilor parametri [133]:

» Selectarea datelor si calculul mediei se calculeaza conform formulei 2.8:

3 (2.8)
M =&t
n

unde:

X — valoarea individuala a masurarii;

n —numarul variantelor caracteristicii statistice.

» Calculul variatiei esantionului si deviatia standard a unui esantion se calculeaza

conform formulei 2.9 si 2.10:

o Xix-m) 9
- n-1

s _Js? (2.10)

» Calcularea intervalului de incredere pentru 0 medie se calculeaza conform formulei
2.11:

M (2.11)

S S
_ta'n—lﬁ; M +taf 'n—lﬁ)

unde: tyn-1 — coef. Student, t-distributie;

b. Prelucrarea matematica a datelor experimentale conform matricelor experimentelor
planificate de tip 22 a fost efectuatd cu ajutorul programului MO Excel, interpretarea grafici a

rezultatelor a fost efectuata cu ajutorul Advanced Grapher 2.2.

65



2.4 Concluzii la capitolul 2

In calitate de obiecte de studiu in aceastd lucrare au fost utilizate tulpini autohtone de L.
lactis ssp. lactis, L. lactis ssp. lactis biovar diacetylactis, L. lactis ssp. cremoris si S.
thermophilus izolate din lapte de capra crud. Ultilizarea tulpinilor autohtone de bacterii
lactice izolate dintr-o sursa naturala locala — laptele de capra ofera rezultatelor o valoare
practica mai pronuntata In aspect geografic zonal.

Utilizarea culturilor tip de referintd din diverse colectii de microorganisme au permis
evidentierea activitatii antagoniste fata de agentii patogeni a tulpinilor de bacterii lactice
studiate.

Metodele clasice si moderne, echipamentele si mediile nutritive utilizate in studiu asigura
atat identificarea tulpinilor noi autohtone de L. lactis ssp. lactis, L. lactis ssp. lactis biovar
diacetylactis, L. lactis ssp. cremoris si S. thermophilus, cat si descrierea proprietatilor
tehnologice valoroase ale culturilor starter si produselor lactate fermentate obtinute prin

utilizarea lor.
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3. SELECTAREA TULPINILOR AUTOHTONE DE BACTERII
LACTICE DIN LAPTE DE CAPRA

Un rol important in fabricarea produselor lactate fermentate 1l au microorganismele
prezente in materia prima, laptele crud fiind un mediu favorabil de izolare a bacteriilor lactice cu
proprietati biotehnologice importante pentru industria alimentarad [8, 16]. In baza utilizarii
bacteriilor lactice s-au creat si se dezvolta ramuri importante ale industriei produselor alimentare.

Obtinerea produselor lactate la scara industriala depinde de calitatea culturilor starter cu
caracteristici specifice, utilizate in procesul biotehnologic. Selectarea tulpinilor bacteriene din
componenta culturilor starter are loc in dependentd de tipul produselor lactate, in baza
urmatoarelor criterii:  caracteristicile organoleptice, activitatea antagonista fatda de
microorganismele conditionat patogene, activitatea de coagulare a laptelui, sinereza, numarul
de bacterii lactice viabile Tn produs.

Insa, culturile starter sunt elaborate de regula pentru laptele de vaca si nu sunt optime
pentru laptele altor specii. Utilizarea culturilor specifice selectate din lapte de capra are
importantd esentiald in desfasurarea procesului tehnologic de fabricare a produselor lactate cu
insusiri noi, sigurantd si calitate garantatd. Astfel, o varietate mare de produse lactate sunt
obtinute datorita utilizarii culturilor starter specifice, compuse din diferite tipuri de bacterii
lactice [112].

Sunt cunoscute diverse procedee tehnologice de procesare a laptelui de caprda pentru
obtinerea iaurtului si bauturilor lactate, cu utilizarea culturilor starter de bacterii lactice din
genurile Lactococcus - L. lactis, L. lactis subsp. cremoris, L. acidophilus, S. thermophilus, L.
bulgaricus si Bifidobacterium [60, 79, 81, 90, 113] .

Culturile utilizate in acest caz difera de culturile starter destinate fabricarii branzeturilor,
in special din lapte de capra, fiind axate pe obtinerea unor proprietati specifice fiecarui tip de
produs (umiditate, texturd, proprietati structurale).

Streptococii termofili si lactococii mezofili sunt cele mai utilizate culturi bacteriene
pentru fabricarea produselor lactate fermentate la scard industriala [150]. Capacitatea acestor
bacterii de a se asocia Tn culturi mixte contribuie la diversificarea culturilor starter de bacterii
lactice, a materiei prime si la obtinerea unor produse calitative din lapte de capra.

Multi autori au demonstrat varietatea bacteriilor lactice izolate din lapte de caprd si
potentialul lor biotehnologic sporit, proprietatile carora au contribuit la valorificarea lor

ulterioara in compozitia culturilor starter de valoare comerciala.
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Tn ultimul timp, in Republica Moldova a crescut interesul fati de procesarea laptelui de
caprd, de aceea apare necesitatea in tulpini autohtone de bacterii lactice special destinare
fabricarii produselor din lapte de capra. Pana in prezent tendinta de aplicare a culturilor starter
autohtone se manifesta insuficient, exprimandu-se prin utilizarea n industria laptelui a culturilor
starter de import. Aceste culturi nu au efectul tehnologic asteptat deoarece nu sunt adaptate la
materia prima autohtond si conditiile de producere ale intreprinderilor din tard, dar cheltuielile
legate de import contribuie la majorarea pretului produsului finit.

Multi specialisti din industria laptelui recunosc necesitatea §i importanta solutionarii
acestei probleme, care poate fi atinsa prin utilizarea tulpinilor autohtone de bacterii lactice in
scopul eficientizarii tehnologiilor de preparare a produselor lactate fermentate.

Astfel, la prima etapd a cercetarilor ne-am propus selectarea unor tulpini de bacterii
lactice din lapte de capra in scopul utilizarii lor la prepararea culturii starter mixte (Simbiotice)
autohtone pentru fabricarea branzei.

Cercetarile la acest capitol au fost realizate conform urmatoarelor etape:

Izolarea culturilor pure de bacterii lactice;

Descrierea insusirilor culturale si morfologice ale tulpinilor izolate;

Descrierea insusirilor fiziologice si biochimice ale tulpinilor de bacterii lactice izolate;
Descrierea proprietatilor tehnologice ale tulpinilor autohtone selectate;

Determinarea parametrilor biotehnologici optimi pentru culturile de bacterii lactice;

© a k~ w e

Modificarea mediului nutritiv pentru cultivarea bacteriilor lactice izolate din laptele de
capra.
7. Optimizarea mediului de protectie pentru liofilizarea tulpinilor de bacterii lactice

selectate.

3.1 lzolarea culturilor pure de bacterii lactice

Bacteriile lactice pot fi izolate din diferite surse: produse lactate artizanale, parti de
plante, in special flori si fructe, suprafata legumelor si fructelor. Prin selectarea directionata de
microorganisme, precum si utilizarea unor tehnici speciale de izolare, pot fi preparate tulpini
bacteriene care poseda proprietdti biotehnologice complexe. Astfel, in ultimul timp a crescut
interesul cercetatorilor fata de bacteriile lactice izolate din laptele de capra crud, care poseda un
potential biotehnologic sporit pentru industria laptelui [88, 90, 96].

Izolarea bacteriilor lactice include o serie de etape, din care fac parte prelevarea probelor,
insdmantarea pe mediu nutritiv lichid si solid, izolarea culturii pure, studierea proprietatilor
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morfo-culturale si fiziologo-biochimice ale tulpinilor izolate, identificarea acestora si
determinarea proprietatilor lor tehnologice valoroase pentru industria laptelui [179].

Realizarea eficienta a tuturor etapelor de izolare si identificare a tulpinilor de
microorganisme lactice este actuald in scopul utilizarii lor ulterioare In compozitia culturilor
starter pentru fabricarea produselor lactate. Pentru selectarea si identificarea tulpinilor cu
activitate biochimicd pronuntatd s-a efectuat testul initial principal privind determinarea
capacitatii bacteriilor lactice de a fermenta laptele.

Pentru izolarea culturilor pure de bacterii lactice au fost prelevate probe de lapte crud de
capra din 12 regiuni ale Republicii Moldova: Briceni, Donduseni, Soroca, Balti, Floresti,
Ungheni, Orhei, Chisinau, Anenii Noi, Taraclia, Comrat, Cahul. Culturile s-au incubat la
temperatura de 30+2°C s1 40°C panad la formarea coagulului.

Cultivarea culturii Tmbogatite a fost realizatd in lapte steril degresat (0,1% de grasime)
pana la formarea coagulului dens fara eruptii. Dupa fiecare insamantare efectuata zilnic (nu mai
putin de 10 ori) continutul eprubetelor a fost testat pentru puritatea culturii prin examenul
microscopic al frotiului.

Au fost studiate circa 150 probe de lapte crud de capra, din care au fost obtinute 7 izolate
bacteriene cu proprietati stabile caracteristice subspeciilor Lactococcus lactis ssp. lactis,
Lactococcus lactis ssp. lactis biovar diacetylactis, Lactococcus lactis ssp.cremoris si
Streptococcus thermophilus. Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 3.1.

Tabelul 3.1. Originea tulpinilor studiate

Nr.crt. Originea Codul tulpinii
) Briog om“aoaduseni
1 r. Flresti L14 ol 2.
” > S Flogesti
i 6 Sblu..negti
2 L 27 Glodeni Singersh o Rezina
r. Orhei Faess | fTofest
3 L 61 ungheni Calarasi © —g’,gaslz?,g:
° \‘ispore;” AN Crivlent Nistrulul
_ ) Qoo
4 r. Taraclia L 56 ot o O
Causeni
Caous Cimisi 's1efar_1 Voda
5 L 46 :
- - v ° BEHE&SE
r. Anenii Noi G
6 L77
gul Tavad9
7 r. Ungheni L 42

Pentru obtinerea unei caracteristici cat mai complete a fiecarei tulpini noi de

microorganisme este necesara efectuarea studiilor tinand cont de faptul ca un taxon poate fi
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atribuit unui organism numai in cazul in care acest taxon este deja cunoscut, iar
microorganismele identificate trebuie sa fie denumite in conformitate cu List of Prokaryotic

names with Standing in Nomenclature (www.bacterio.net).

Identificarea microorganismelor se bazeaza pe determinarea trasaturilor fenotipice:
morfologice, culturale, fiziologice si biochimice, care permit identificarea relativ rapidda a

tulpinilor de microorganisme izolate [145].

3.2 Caracteristicile morfo-culturale si fiziologo-biochimice ale tulpinilor autohtone

Determinarea initiala a morfologiei si a tipului de crestere a microorganismelor pe medii
nutritive este foarte importanta si poate fi efectuata pe medii nutritive uzuale si pentru care exista
descrieri standardizate. Orice proprietati esentiale ale bacteriilor lactice sunt importante pentru
identificarea lor, iar determinarea particularitatilor de crestere in medii lichide oferd o estimare
preliminara a tipului de metabolizare a substratului [126].

Pentru cultivarea cu succes a unui microorganism, mediile nutritive, prin proprietatile lor,
ar trebui sa fie apropiate de habitatul sau natural. Laptele este un mediu nutritiv complet si
favorabil pentru determinarea particularitatilor culturale ale bacteriilor lactice. Tn scopul
cercetarii caracterelor culturale si morfologice ale tulpinilor autohtone de bacterii lactice se
utilizeaza mediul solid - lapte hidrolizat agarizat [119, 169, 172].

Pentru dezvoltarea lactococilor 0 mare importanta au conditiile specifice de cultivare,
care permit evidentierea prealabila a coloniilor tipice. Culturile de L. lactis ssp. lactis si L. lactis
ssp. cremoris dupa termostatare au fost expuse la temperatura de camera timp de 2 - 3 zile. In
aceste conditii se evidentiaza colonii de culoare galben deschisa cu structurd omogena, care sunt
caracteristice pentru subspecia Lactococcus lactis subsp.lactis si colonii de culoare galben inchis
cu structurd granulata caracteristica pentru subspecia Lactococcus lactis subsp. cremoris.

Tulpinile de Lactococcus lactis subsp.lactis biovar diacetylactis, care se ntalnesc relativ
rar in habitatul natural, au fost cultivate pe mediul agarizat cu citrat de calciu, zaharoza si
autolizat de drojdii. Dupa expunerea timp de 1 - 2 zile la temperatura camerei s-au evidentiat
colonii cu margini neregulate cu formatiuni fibroase caracteristice pentru subspecia
heterofermentativa Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis [119].

Examenul proprietatilor culturale include determinarea urmatorilor parametri: diametrul
coloniei, forma (circulara, neregulata, lenticulard etc.), caracterul marginii (netedd, ondulata
etc.), suprafata (platd, convexd, bombatd, acuminatd etc.), culoarea (alba, galbena, crem);

structura (omogena, heterogend, granulatd etc.) si consistenta (pastoasa, untoasa, uscata etc.).
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Aspectul coloniilor de bacterii lactice izolate in viziune reala si maritd este ilustrat in

Figura 3.1.

Fig. 3.1. Aspectul coloniilor de bacterii lactice: a), b) — colonie marita de 6 ori,
c) — aspect general al culturii pe mediul agarizat de lapte hidrolizat
(Autor foto Bogdan N.).

Din figura 3.1 putem observa, ca tulpinile selectate, la cultivare pe mediu agarizat de
lapte hidrolizat au format colonii izolate sub forma de picatura, lucioase, cu margini netede (de
tip S); lenticulare Tn profunzime, de culoare alb-crem; de dimensiuni mici cu diametrul pana la 1
mm, cu consistenta pastoasa [101].

Evaluarea morfologiei bacteriilor este o etapa foarte importanta pentru identificarea
finald. Studierea proprietatilor morfologice ale bacteriilor se bazeaza pe aprecierea microscopica
detaliata a preparatelor colorate si fixate.

La determinarea proprietatilor morfologice ale bacteriilor lactice, au fost studiati
urmatorii parametri: forma si localizarea celulelor, mobilitatea acestora, dimensiunea, culoarea
caracteristica la coloratia Gram.

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

Microscopia a aratat, ca toate tulpinile de bacterii lactice izolate din lapte de capra crud
din diferite regiuni ale Republicii Moldova sunt Gram pozitive, prezintd coci si diplococi
separati sau plasati in lanturi de diferite lungimi, fapt caracteristic bacteriilor lactice mezofile si
termofile.

Se cunoaste, ca in zona climaterica a Republicii Moldova bacteriile termofile sunt mai
putin raspandite decat in regiunile sudice (balcanice, caucaziene, asiatice) [11].

De asemenea este cunoscut faptul ca tulpinile de Lactococcus lactis subsp. lactis sunt

izolate mai des din laptele crud, iar cele de Lactococcus lactis subsp.cremoris rar pot fi detectate
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si izolate din laptele crud si numai in perioada primavara-vara, de aceea este necesar de a efectua

cercetari 1n diferite perioade ale anului [39].

g)
Fig. 3.2. Aspectul microscopic al tulpinilor:

a) L14, b) L27, c) L42,d) L46, e) L56, f) L61,g) L77
(Autor foto Bogdan N.)

Pentru identificarea corectd a culturilor bacteriene este necesara evaluarea mai multor
caracteristici si proprietati - culturale, morfologice, fiziologice si biochimice. Studiul culturilor
identificate anterior pe baza proprietatilor morfologice si culturale a continuat cu determinarea
caracteristicilor fiziologice si biochimice.

Tn pofida compozitiei chimice comune, bacteriile difera semnificativ in ceea ce priveste

proprietdtile lor biochimice - capacitatea de a descompune substantele nutritive, de a produce
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antibiotice, vitamine, enzime, de eliberare a diferitor gaze in procesul activitatii vitale. Studiul
proprietatilor biochimice ale culturilor bacteriene face posibila identificarea lor ulterioara prin
intermediul unor medii nutritive speciale, pentru a stabili afilierea specifica si a le separa in
tulpini. Acest lucru este valabil mai ales pentru bacteriile lactice, culturile pure fiind folosite pe
scara larga in industria alimentara [119, 172].

Productia branzeturilor naturale se bazeazd pe transformarile biochimice ale partilor
componente ale masei branzei, care au loc sub influenta enzimatica a cheagului si a enzimelor
bacteriilor lactice. Prin urmare, la selectarea tulpinilor pentru cultura starter destinatd fabricarii
branzeturilor, este necesara studierea proprietatilor fizice si biochimice individuale [132].

Studierea proprietatilor morfo-culturale permit de a identifica usor bacteriile lactice
mezofile si termofile, in timp ce studierea proprietatilor fiziologo-biochimice permit atat
identificarea completa pand la gen a familiei bacteriene, cat si delimitarea bacteriilor
mezofile/termofile de alte tipuri de microorganisme, deseori nedorite pentru utilizarea
industriala.

Testul de coagulare/reducere a laptelui turnesolat prezintd un parametru important in

studierea proprietatilor fiziologo-biochimice, ce deosebeste culturile de bacterii lactice termofile

de cele mezofile. Rezultatele testului sunt vizibile in imaginea prezentata in Figura 3.3.

Fig. 3.3.Testul de coagulare/reducere a laptelui turnesolat la temperatura de 45°C
(Autor foto Bogdan N.)
Culoarea roz, vizibila in figura 3.3 diferentiazd culturile mezofile si termofile la
temperatura de 45°C.
In randul bacteriilor lactice termofile se atesti o aseminare a speciilor din genul
Streptococcus cu specia Enterococcus faecalis, ce poate fi depistata Tn laptele crud, fiind lipsita

de statut GRAS (General Recognized As Safe) pentru utilizare In producere. In plus, enterococii
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sunt capabili de a forma compusi nedoriti, care pot afecta In mod negativ sanatatea
consumatorului. De aceea, este importanta identificarea corecta a tulpinilor de bacterii care vor fi
utilizate Tn calitate de culturi starter [111].

Bacteriile lactice din genul Enterococcus sunt mai rezistente la temperaturi ridicate si
sunt capabile sa creasca la o temperatura de incubare mai mare decét cele din genul
Streptococcus, de aceea principalii parametri dupa care se disting genurile Streptococcus si
Enterococcus in procesul identificarii lor, sunt dezvoltarea dupa 30 min de incubare la 60°C,
capacitatea de a fermenta esculina, capacitatea de dezvoltare in mediul cu bild si cu 6%NaCI —
proprietati de care nu dispun streptococii lactici [126].

Bacteriile lactice se caracterizeaza prin activitate de acidogeneza intensiva, aspect
important la elaborarea culturilor starter noi. Dar in acelasi timp, activitatea de acidogeneza este
parametrul prin care bacteriile lactice se deosebesc ntre ele.

Tulpinile mezofile din specia L. lactis ssp. lactis fermenteaza galactoza, glucoza,
maltoza, dextrina si lactoza, nu fermenteaza arabinoza, xiloza, zaharoza, salicina, inulina,
glicerolul, sorbitolul. Tulpinile din specia L. lactis ssp.cremoris au activitate de acidogeneza mai
slaba in comparatie cu Lactoccus lactis ssp. lactis, nu fermenteaza dextrina si maltoza. La
fermentarea carbohidratilor L. lactis ssp. lactis biovar diacetylactis este asemanator cu L. lactis
ssp. lactis, numai ca nu fermenteaza dextrina, dar au activitate acidifiantd cu mult mai slaba
decét Lactococcus lactis ssp. lactis si Lactococcus lactis ssp.cremoris.

Tulpinile din specia S. thermophilus difera de lactococi prin activitatea zaharolitica
relativ slabd - fermenteaza numai lactoza, glucoza, zaharoza si nu fermenteaza maltoza, manoza,
manitolul, sorbitolul, xiloza, galactoza si alti carbohidrati. Spre deosebire de streptococii
termofili, enterococii fermenteaza manitolul, arabinoza, manoza, dextrina, galactoza, maltoza.

Astfel, au fost studiate proprietatile fiziologo-biochimice ale tulpinilor autohtone de
bacterii lactice mezofile si termofile, respectiv abilitatea lor de a fermenta o serie de carbohidrati.
Principalele insusiri fiziologo-biochimice ale tulpinilor studiate: rezultatul coloratiei Gram,
producerea de CO2 din glucoza, producerea catalazei, producerea amoniacului din arginina,
rezistenta la temperaturi mari, cresterea in mediul salin, alcalin, si Tn mediul cu bila, cresterea in
mediul cu albastru de metilen, capacitatea de a forma diacetil din citrati - sunt prezentate n
Tabelul 3.2.

Datele din tabelul 3.2 indica asupra faptului ca tulpinile de microorganisme testate sunt
Gram pozitive, catalaza negative, rezista la temperatura de 60°C timp de 30 min. Culturile nu
cresc pe mediul de 6,5% NaCl, dar toate se dezvolta la concentratia de 2 % clorurda de sodiu.
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Tulpinile L27 si L46 nu cresc pe mediul cu 4%NacCl, ceea ce corespunde parametrilor fiziologo-
biochimici caracteristici speciei mezofile L. lactis ssp.cremoris. Tn mediul alcalin cu pH 9,6
tulpinile nu au manifestat crestere. Toate tulpinile mezofile sunt rezistente la 0,1% albastru de
metilen si mediu cu bila de 20 % si 40 %, in afara de tulpina L56 - ceea ce este caracteristic
pentru o tulpina din specia de S. thermophilus.

Tabelul 3.2. Proprietitile fiziologo-biochimice ale tulpinilor de bacterii lactice izolate din

lapte de capra

Caracteristici
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L14 + - - + + + + + + + -
L27 + - - - + + - + + + - -
L42 | + - - + + + + + + + + -
L46 + - - - + + - + + + - -
L56 | + - - - + + + - - - -
L6l | + - - + + + + + + + + +
L77 + - - + + + + + + + + -

NOTA:+ reactie pozitivd; - reactie negativd

Insusirile descrise pentru tulpinile de bacterii lactice izolate corespund parametrilor
fiziologo-biochimici caracteristici speciilor L. lactis ssp. lactis biovar diacetylactis, L. lactis ssp.
lactis, L. lactis ssp.cremoris si S. thermophilus si indica necesitatea continuarii testelor de
identificare a proprietatilor de fermentare a carbohidratilor [45, 101, 125].

Etapa cruciald la identificarea bacteriilor lactice prezinta determinarea capacitatii de
fermentare a diferitor carbohidrati cu eliminarea acidului sau/si a gazului, tinand cont de faptul
ca fiecare tulpina asimileaza un numar limitat si specific de surse de carbon [119].

Rezultatele cercetarilor efectuate sunt prezentate in Tabelul 3.3, de unde putem observa
ca toate tulpinile fermenteaza lactoza si glucoza. Tulpinile din specia Lactococcus au fermentat
galactoza si manitolul, ceea ce nu este caracteristic pentru tulpina din specia S. thermophilus
L56. De asemenea, tulpina S. thermophilus L56 nu a fermentat esculina si maltoza, care
provoacd hemoliza, ceea ce reprezintd un argument ca tulpind termofild studiatd nu are

proprietati fiziologice comune cu enterococii [172].
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Tabelul 3.3. Fermentarea carbohidratilor de citre tulpinile de bacterii lactice izolate din

lapte de capra

Carbohidrati
N N S _ 3 N 3 N 3 S 3
Numadrul § § %] 2 § § § -§ § § § .g B
wipinii | § |2 | |8 |2 |23 |€ |E | & |5 |8 |§ |8
S 18 |8 |2 IR |2 || |= |2 |8 |3 |4
L14 + + + + - - - - - - - -
L27 + + + + - - - - + - - - -
L42 + + + + - - - - - - - - -
L46 + + + + - - - - + - - - -
L56 + + - - + - - - - - - - -
L61 + + + + - - - - - - - - -
L77 + + + + - - - - - - - - -

NOTA:+ fermenteazd; - nu fermenteazd

Studiul proprietatilor morfologice, culturale, fiziologice si biochimice ale culturilor noi
izolate din lapte crud de capra a permis de a stabili subspeciile din cadrul speciei Lactococcus
lactis: subspecia lactis, careia ii corespund 3 tulpini cu numerele 14, 42, 77; subspecia lactis
biovar diacetylactis, careia ii corespunde tulpina cu numarul 61; subspecia cremoris, careia ii
corespund 2 tulpini cu numerele 27, 46. De asemenea, tulpina nr. 56 a manifestat caracteristicile
corespunzatoare bacteriilor lactice din specia Streptococcus thermophilus.

Tn studiul prezent, cea mai mare parte a izolatelor de Lactococcus reprezinti Lactococcus
lactis subsp. lactis, urmata de Lactococcus lactis subsp. cremoris. Aceste rezultate confirma
datele descrise de alti autori care au depistat ca din probele de lapte crud mai frecvent izolat este
Lactococcus lactis subsp. lactis, in timp ce fenotipul Lactococcus lactis subsp. cremoris, care
traditional este prezent in culturile industriale, a fost rar izolat [100, 39].

Diversitatea bacteriilor lactice izolate din lapte crud poate fi explicata prin faptul ca au
fost colectate probe din diferite zone si varietdti ale diferitor rase de caprine. Astfel, aceasta
diversitate este relativa si dependenta de natura materialului izolat si de diferite criterii utilizate
in fiecare studiu aparte, conform rezultatelor raportate de Fitzsimmons, N. et al. (1999) [64] si,
respectiv Bissonnette, F. et al. (2000) [40]. Alti autori considera, ca diversitatea microflorei
lactice depinde de perioada anului, laptele de primavara fiind mai sarac din punct de vedere
nutritiv si continand diferite substante, care stopeazi dezvoltarea bacteriilor lactice. In astfel de
mediu se pot dezvolta numai forme rezistente de bacterii lactice [38, 58, 110, 114]. Dar autorul
Bannikova, L. (1975) [119] considera, ca cea mai favorabila perioada pentru izolarea bacteriilor

lactice este a doua jumadtate a lunii mai si pand Tn august, cand laptele este mai favorabil ca
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mediu pentru dezvoltarea bacteriilor lactice §i se poate izola o cantitate maximald de bacterii
lactice cu proprietati functionale importante.

Pe parcursul cercetarilor efectuate in aceastd lucrare, din 150 probe de lapte crud de
capra, au fost studiate circa 300 de izolate bacteriene, dintre care numai 7 tulpini au manifestat
proprietati caracteristice speciilor Lactococcus lactis ssp. lactis, Lactococcus lactis ssp. lactis
biovar diacetylactis, Lactococcus lactis ssp.cremoris si Streptococcus thermophilus [44, 45, 101,
125].

3.3 Proprietatile tehnologice ale tulpinilor autohtone de bacterii lactice

Urmadtoarea etapa a cercetarii a fost consacrata determindrii proprietatilor tehnologice ale
microorganismelor studiate.

Principalii indici ce determina utilitatea industriald a tulpinilor includ: activitatea
fermentativa a bacteriilor, acumularea acidului lactic, proprietatile organoleptice, viabilitatea
culturii si, bineinteles, o activitate antagonistd impotriva microflorei patogene. Paralel se
determina si unele particularitati specifice pentru fabricarea anumitor sortimente de produse [12,
100, 172]. Proprietatile tehnologice ale bacteriilor lactice utilizate in compozitia culturii starter
determina proprietatile functionale si de calitate ale produsului finit [5, 135].

Activitatea fermentativa a tulpinilor de bacterii lactice Se apreciaza prin viteza de
coagulare a laptelui si prezinta cel mai important parametru tehnologic de apreciere a tulpinilor
pentru utilizarea lor in producere, si un factor inhibitor pentru microorganismele daunatoare din
lapte. Conform metodelor si instructiunii recomandate [119, 172] procesul de obtinere si selectie
a culturilor pure de bacterii lactice se efectueaza in mediu lichid de lapte degresat de vaca. Si
deoarece culturile sunt selectate din lapte de capra, activitatea fermentativa a tulpinilor a fost
evaluata comparativ pe aceste 2 medii.

Rezultatele obtinute privind determinarea vitezei de fermentare a laptelur de capra
comparativ cu cel de vaca de catre tulpinile studiate sunt prezentate in Tabelul 3.4.

Analiza datelor din tabelul 3.4 demonstreaza, ca toate tulpinile autohtone de bacterii
lactice au manifestat o0 viteza de acidulare a laptelui de capra mai inalta decat a laptelui de vaca
4,4-7,7 ore si 4,6-9,3 ore respectiv. S-a stabilit ca, tulpinile corespund cerintelor pentru bacteriile
lactice mezofile si termofile, conform carora activitatea fermentativa a tulpinilor de Lactococcus
lactis ssp. lactis nu trebuie sa depaseasca 7 ore, pentru Lactococcus lactis ssp. lactis biovar
diacetylactis - 17 ore, pentru Lactococcus lactis ssp. cremoris - 8 ore si pentru Streptococcus

thermophilus - 6 ore.
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Tabelul 3.4. Viteza de fermentare a laptelui de citre tulpinile in studiu

Codul tulpinii Durata de coagulare, ore
n lapte de vaca in lapte de capri
L14 6,1+0,2 5,240,1
L27 6,5+0,1 6,0+0,1
L42 6,5+0,3 5,310,2
L46 6,0£0,1 5,1+0,2
L56 4,6+0,2 4,4+0,3
L61 9,3#0,1 7,5+0,4
L77 6,5+0,2 5,540,1

Diferentele observate la diferite tulpini de bacterii lactice au fost explicate prin aceea ca,
viteza de fermentare depinde de capacitatea specifica a fiecarei tulpini de a descompune
substantele din mediu si de a le face capabile de asimilare. De aceea, In unele cazuri diferentele
se datoreazd prezentei sau absentei sistemelor de transport al nutrientilor [58].

De asemenea, tulpinile izolate au fost testate privind capacitatea de a forma coagul in
lapte. Tulpinile studiate au fost capabile sda se dezvolte si sa formeze coagulul omogen cu
consistentd densd, cu gust curat de lapte fermentat la temperatura de incubare de 30°C.
Caracteristica data indica adaptarea inalta a bacteriilor la tipul de materie prima, precum si la
compatibilitatea lor in relatii simbiotice si perspectiva utilizarii lor in compozitia culturilor
starter mixte [6].

Tn prezent, dezvoltarea biotehnologiei microbiene se concentreazi pe furnizarea de
bacteriile lactice noi de perspectiva pentru obtinerea unui produs de calitate superioara. Tn acest
scop, se identifica culturile pure de microorganisme cu proprietati organoleptice ameliorate si un
efect pozitiv asupra sanatatii umane. Un indice calitativ important este determinarea intensitatii
dezvoltarii bacteriilor lactice prin acumularea acidului lactic si numarului de microorganisme
[136]. Rezultatele obtinute privind evolutia acestor parametri in timp sunt prezentate in Tabelul
3.5.

Tabelul 3.5. Acumularea acidului lactic sub actiunea tulpinilor studiate si numarul de

microorganisme intr-un 1 ml de lapte fermentat

Codul tulpinii Aciditatea titrabila, °T log UFC in1ml
in lapte de vaca in lapte de capra in lapte de vaca in lapte de capra
L14 85,3+0,9 78,1+0,6 10° 10%°
L27 89,1+2,0 85,7+0,4 10’ 10’
L42 79,140,3 74,2418 10° 10%°
L46 78,2405 72,2410 10° 1010
L56 75,0+0,6 70,6412 10° 10%°
L61 75,2417 68,7+2,0 108 10°
L77 98,1£1,5 93,3+0,7 108 108
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Aciditatea titrabila prezintd un criteriu de evaluare a calitatii laptelui fermentat, iar
capacitatea de formare a acidului este un criteriu pentru selectarea tulpinilor utilizate la
fabricarea anumitor tipuri de produse lactate fermentate.

Analiza datelor din tabelul 3.5 demonstreaza, ca acumularea acidului lactic a fost mai
rapida in laptele de vaca, in timp ce dezvoltarea bacteriilor lactice a avut loc mai intens in laptele
de capra, ceea ce indica, ca bacteriile lactice izolate din laptele de capra se dezvolta mai intens si
isi pastreaza viabilitatea in habitatul lor natural mai bogat in substante nutritive, de ex.
oligozaharide [71, 114].

Numarul de microorganisme UFC 1n 1 ml de lapte fermentat a fost determinat prin
dilutii zecimale. Cel mai Tnalt titru de microorganisme viabile a fost inregistrat in laptele de
capra - la nivel de 10 UFC-mL™? - de tulpinile L14, L42, L46 si 10° UFC-mL? in cazul
tulpinilor L56 si L61, ceea ce reprezinta valori inalte comparativ cu laptele de vaca. Titrul de
microorganisme viabile al tulpinii L77 si L27 nu indica diferente semnificative in laptele de
capri si cel de vaci si a fost de 102 UFC-mL™? pentru L77 si 107 UFC-mL* pentru tulpina L27,
ceea ce este suficient pentru utilizarea tulpinilor in calitate de culturi starter pentru obtinerea
produselor lactate [18]. Rezultatele obtinute confirma un efect stimulator mai sporit al laptelui
de capra asupra culturilor probiotice, descris si de alti autori, de ex. numarul de celule vii a
culturii starter ABT-5 peste 8 ore de fermentare a constituit 8,63 log UFC -mL™* in laptele de
capra si 8,37 log UFC -mL™ in laptele de vaci [71].

Abilitatea de a inhiba cresterea microorganismelor patogene si conditionat patogene
reprezintd o proprietate tehnologica pretioasa a bacteriilor lactice pentru asigurarea calitatii si
sigurantei produsului [100]. Activitatea antimicrobiand a bacteriilor lactice este determinata in
special de producerea de acizi organici [102, 116].

Este cunoscut faptul ca multe tulpini de bifidobacterii si bacterii lactice sunt antagonisti
ai genului Salmonella, si inhiba cresterea bacteriilor genurilor Pseudomonas, Staphylococcus,
Enterococcus, Yersinia, Bacillus, Clostridium, Campylobacter, Klebsiella, Gardnerella s.a.
[106]. Relatii antagoniste dintre lactobacili, bifidobacterii si microorganismele patogene apar in
competitia pentru nutrienti.

Principalele bacterii patogene din industria laptelui sunt Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Clostridium botulinum, Listeria monocytogenes, capabile sa supravietuiasca in procesul
de fabricare a produselor lactate fermentate, ceea ce determina contaminarea produsului si

incalcarea normativelor sanitar-igienice [68].
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Prin urmare, au fost cercetate proprietdtile antimicrobiene ale tulpinilor studiate fata de
microflora patogena si conditionat patogena prezenta deseori la fabricare.

Pentru a investiga activitatea antibacteriana a tulpinilor selectate de bacterii lactice, n
calitate de culturi de referinta au fost utilizate tulpinile de S. aureus ATCC® 25923™ si E. coli
ATCC® 25922™,

Activitatea antagonista a bacteriilor selectate a fost studiatd prin metoda de difuzie in
agar, determinand gradul de sensibilitate a culturii conform gradatiei lui Birgher, M. (1982)
[124]. Rezultatele cercetarilor privind activitatea antagonista a culturilor de bacterii lactice sunt
prezentate in Tabelul 3.6.

Tabelul 3.6. Proprietitile antimicrobiene ale tulpinilor de bacterii lactice studiate

Test-cultura
Codul tulpinii E. coli ATCC® 25922™ | S. aureus ATCC® 25923™
Diametrul zonei de inhibitie, mm
L14 15,4+0,4 14,1+0,2
L27 11,1+0,2 9,5+0,3
L42 14,0+0,05 12,5+0,2
L46 14,5+0,2 14,1+0,2
L56 20,9+0,5 19,5+0,2
L61 13,2+0,4 12,1+0,3
L77 10,0+0,3 10,6+0,2

Analizand datele din tabelul 3.6, putem concluziona ca tulpinile de bacterii lactice
selectate inhiba dezvoltarea microorganismelor patogene [53]. Diametrul zonelor de inhibitie
variaza intre 10-21 mm fata de E. coli si 9,5-19,5 mm fatd de S. aureus, ce permite inhibarea
dezvoltarii infectiilor intestinale. Aceste rezultate confirma valoarea tulpinilor autohtone, care s-
au dovedit a fi mai active fata de tulpinile descrise de alti autori. De ex. tulpina L. diacetilactis
035ch si S. thermophilus 042k-2 selectate din lapte crud au prezentat zone de inhibitie de 14 mm
fata de microflora patogena si conditionat patogend, ceea Ce reprezintd o activitate antagonista
mai scazuta comparativ cu tulpinile selectate in cadrul studiului nostru [112]. De asemenea,
tulpina S. thermophilus T2 selectata din lapte crud si studiata de alti autori, nu a prezentat nici o
activitate inhibitoare fata de E. coli si S. aureus [83].

Cercetarile efectuate demonstreaza posibilitatea de selectare din surse autohtone a
tulpinilor de bacterii lactice valoroase cu potential tehnologic natural (nemodificate genetic) si de
utilizare a lor la fabricarea produselor lactate de calitate sigura [50]. Procesul verbal de
producere a concentratelor bacteriene de bacterii lactice este prezentat in Anexa 2. Pentru

valorificarea proprietatilor tehnologice valoroase culturile de bacterii lactice autohtone au fost
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testate pe scara industriala. Certificatul de testare industriala a tulpinilor este presentat in Anexa
3.

In baza investigatiilor efectuate si a rezultatelor obtinute, tulpinile selectate de bacterii
lactice L. lactis ssp. lactis, L. lactis ssp. lactis biovar diacetylactis, L.lactis ssp.cremoris si S.
thermophilus au fost depozitate in Colectia Nationalda de Microorganisme Nepatogene cu
atribuirea numerelor de colectie, dupa cum urmeaza:
- Lactococcus lactis ssp. lactis biovar diacetylactis L 61 depozitat cu numarul CNMN-LB - 73;
- Lactococcus lactis ssp. lactis L 42 depozitat cu numarul CNMN-LB — 74;
- Lactococcus lactis ssp. lactis L 14 depozitat cu numarul CNMN-LB — 75;
- Lactococcus lactis ssp. lactis L 77 depozitat cu numarul CNMN-LB — 76;
- Lactococcus lactis ssp.cremoris L 27 depozitat cu numarul CNMN-LB — 77,
- Lactococcus lactis ssp.cremoris L 46 depozitat cu numarul CNMN-LB — 78;
- Streptococcus thermophilus L 56 depozitat cu numarul CNMN-LB — 79.

Adeverintele de depozitare a tulpinilor in CNMN sunt prezentate Tn Anexa 4.

Tulpinile selectate au constituit obiectul cercetarilor ulterioare, orientate spre

determinarea potentialului lor biotehnologic.

3.4  Determinarea parametrilor biotehnologici optimi pentru culturile de bacterii
lactice

Selectarea tulpinilor noi de bacterii lactice cu scopul elabordrii culturilor starter
biotehnologic active se bazeaza pe culturi pure care determinad proprietatile organoleptice
ameliorate ale produsului, cu efect pozitiv asupra sanatitii umane. Tn acest scop, este important
de a stabili conditiile optime de cultivare pentru asigurarea dezvoltarii eficiente a bacteriilor
lactice si activitatii lor acidifiante [136].

Sursele bibliografice cu referintd la bacteriile lactice relateaza ca temperatura de cultivare
si continutul mediului nutritiv au o semnificatie primordiala. De aceea fiecare tulpina
reactioneaza individual la conditiile de cultivare.

In continuarea cercetirilor realizate la acest capitol, a fost studiati dinamica multiplicarii
tulpinilor de bacterii lactice selectate si evolutia aciditatii active 1n conditii de cultivare periodica
in lapte degresat de capra la temperatura de 30+2°C. Cercetarile au fost efectuate in bioreactorul
Sartorius Biostat® A plus, (Germania).

Rezultatele evolutiei aciditatii active a laptelui fermentat in functie de timpul de cultivare

sunt reprezentate n Figura 3.4.
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~ L. lactis biovar diacetylactis CNMN-LB-73 — S. thermophilus CNMN-LB-79
Y (x)=-0,0063x2-0,0474x+6.68 Y(x)=0,0035x*-0,2098x+6,7079

= L. lactis CNMN-LB-75 —— L. cremoris CNMN-LB-78
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b)

—— L. lactis CNMN-LB-74 — L. lactis CNMN-LB-76
Y (x)=-0,0058x2-0,0504X+6,6208 Y (x)=-0,0020x2-0,1348x+6,5854
= L. cremoris CNMN-LB-77
Y (x)=-0,0042x2-0,0893x+6,6991

Fig. 3.4. (a, b) Modificarea acidititii active in procesul de cultivare a tulpinilor de bacterii

lactice selectate Tn lapte de capri la temperatura de 30+2°C
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Cu scopul determindrii relatiei dintre schimbarea aciditatii active si numarul de bacterii
lactice viabile, in dependenta de durata de cultivare a tulpinilor, a fost realizatd analiza de
regresie si adoptat modelul polinom ce descrie exact rezultatele experimentelor. Etapele analizei
de regresie si construirea intervalului de incredere sunt descrise in compartimentul 1l al tezei (p.
2.3.37).

Prelucrarea matematic a datelor si ecuatiile de regresie de ordinul doi (x?) obtinute,
descriu dependenta aciditatii active de durata cultivarii si permit de a prognoza procesul de
acidogeneza. Etapele analizei de regresie sunt prezentate in Figurile 3.4 si 3.5.

In rezultatul multiplicarii tulpinilor aciditatea activi a atins valoarea = pH 4,6 la 14,0

ore de cultivare.

Datele obtinute aratd ca pe parcursul cultivarii se observa scaderea lenta a pH-ului.
Astfel, dupa 14 ore ApH al tulpinilor a fost 2,37 unitati, ceea ce indicd acumularea acidului lactic
prin dezvoltarea intensa si proportionala a bacteriilor lactice.

Aciditatea a fost monitorizata paralel cu titrul bacteriilor lactice in decursul procesului de
fermentare. S-a constatat ca tulpinile L. lactis biovar diacetylactis CNMN-LB — 73, L. lactis ssp.
lactis CNMN-LB — 74, L. lactis ssp. lactis CNMN-LB — 75, L. lactis ssp.cremoris CNMN-LB —
78 ating sfarsitul fazei de crestere logaritmica si intra in faza stationara dupa 12+0,5 ore de
dezvoltare, iar tulpinile L. lactis ssp. lactis CNMN-LB — 76, L. lactis ssp.cremoris CNMN-LB —
77 si S. thermophilus CNMN-LB-79 dupa 10+0,5 ore. La 12+0,5 ore de cultivare in lapte
degresat de capri toate tulpinile ating concentratia min de 102 UFC-mL?, ceea ce denoti ci
tulpinile in acest mediu ating rapid valori foarte nalte ale numarului de bacterii viabile.

Figura 3.5 prezinta datele dinamicii dezvoltarii tulpinilor si acumuldrii biomasei in
mediul lapte degresat la temperatura 30+2°C.

Conform modelelor matematice au fost obtinute extremele, care pot determina
maximumul absolut al functiei - numarul de celule in timpul cultivarii, in zona cercetatd la
moment. Punctele coincid cu extremele obtinute in cadrul experimentului, ceea ce confirma
exactitatea experimentului efectuat (capitolul 2, tabelul 2.3). Totodata, prelucrarea matematica
efectuatd a evidentiat ca ecuatiile de regresie pentru culturile CNMN-LB-73, CNMN-LB-75,
CNMN-LB-74, CNMN-LB-76 si CNMN-LB-78 coincid exact cu dinamica procesului de
fermentare.

Unii cercetatori au raportat despre o capacitate inalta a bacteriilor lactice de a supravietui
la valori scazute de pH, si au demonstrat rezistenta bacteriilor lactice in mediul cu valori nu mai
mici de pH- 4,8 [91, 132].
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Din rezultatele respective se observa, ca faza de declin la cultivarea tulpinilor s-a inceput
dupa 12+0,5 ore si 10+0,5 ore respectiv, indicand faptul ca tulpinile selectate sunt mai rezistente

la conditiile acide si multiplicarea celulelor se observa pana la atingerea valoarii pH-ului- 4,7.
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b)

—— L. lactis CNMN-LB-74 — L. lactis CNMN-LB-76
Y (x)=-0,0221x2+0,6435x+4,1985 Y (x)=-0,0237x2+0,5796x+4,7508
= L. cremoris CNMN-LB-77
Y (x)=-0,0251x2+0,6437x+3,8896

Fig. 3.5. (a, b) Dezvoltarea tulpinilor de bacterii lactice la temperatura de 30£2°C
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In general, tulpinile selectate nu sunt pretentioase fati de mediile nutritive si au
capacitatea de a fermenta un numar mare de zaharuri, de aceea laptele fermentat se
caracterizeaza prin aciditate moderatd, indicand o activitate biochimica suficientd a acestor
tulpini anume in laptele de capra.

Tn publicatiile de specialitate sunt prezentate rezultatele privind variabilitatea activitatii
biochimice a bacteriilor lactice izolate din microflora spontana naturald pe parcursul proceselor
de cultivare si pastrare, fapt ce explica necesitatea de a determina stabilitatea si viabilitatea
tulpinilor in timpul depozitarii produsului la temperatura de refrigerare [119]. Studiile arata ca o
parte semnificativa a celulelor probiotice isi pierde activitatea datoritd mortii microorganismelor
in timpul depozitarii produsului [107].

In prezent, colectiile de microorganisme utilizeaza metode avansate de pastrare a
culturilor pure, precum sunt liofilizarea si depozitarea la temperaturi scazute [138, 153].

Refrigerarea se utilizeaza si in scopul asigurarii conditiilor optime de desfasurare a unor
procese biochimice necesare fabricarii produselor lactate sau a unor procese fizico-chimice
necesare la anumite etape tehnologice.

Viabilitatea culturilor pure de bacterii lactice la temperatura de refrigerare a fost evaluata
periodic pentru fiecare tulpind, pornind de la premiza ca refrigerarea, ca si congelarea si
liofilizarea, este un factor de stres pentru microorganisme. A fost monitorizata aciditatea titrabila
a laptelui fermentat si numarul de bacterii lactice viabile, Thainte de congelare; la 7 zile dupa
congelare, la 14; la 21 si 28 zile de depozitare la temperatura de refrigerare de 4+2°C.
Rezultatele cercetdrilor privind determinarea calitatii ale laptelui de caprda fermentat sunt
prezentate in Figurile 3.4 si 3.5.

Rezultatele au demonstrat cad aciditatea titrabila produsd in urma fermentarii laptelui de
capra de catre tulpinile studiate, a scazut dupa prima saptaimana de depozitare de la 88,9 pana la
78,1 °T, pastrandu-se aciditatea scazuta a laptelui fermentat. Post-acidularea a avut loc in timpul
racirii si acest lucru poate fi explicat prin activitatea metabolica reziduala a bacteriilor lactice.
Activitatea -galactozidazei eliberata de catre bacterii lactice pentru scindarea lactozei este inca
activa chiar si la temperatura de refrigerare [76]. Acest lucru contribuie la acumularea de acid
lactic, acid acetic, acid citric, acidul butiric, acetaldehida si acidul formic produse de catre
cultura starter [37, 92, 94].

Viabilitatea bacteriilor lactice a fost afectatid de aciditate. In rezultatul cercetirilor s-a
constatat, ca scaderea numarului de bacterii lactice viabile in prima saptamana de depozitare a
laptelui fermentat este legatd de cresterea concomitentd a aciditatii (figura 3.4), dar concentratia
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finald de bacterii lactice in laptele fermentat a rimas la nivel de probiotic (min. 7,5 logUFC-mL™*
de catre tulpina LB-77), ceea ce constituie 0 premiza pentru obtinerea unui produs cu proprietati

probiotice si cu o durata de pastrare indelungata [70].
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Fig. 3.6. Aciditatea titrabili a laptelui fermentat in timpul depozitarii
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Fig. 3.7. Numarul de bacterii lactice viabile in timpul depozitirii
Rezultate obtinute confirma pastrarea proprietatilor biotehnologice si capacitatea sporita

de regenerare a tulpinilor in mediul din lapte de capra, descrise si de alti autori [113]. Conform
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studiului bibliografic, laptele fermentat se caracterizeaza prin proprietati probiotice atunci cand
bacteriile viabile din produs la momentul consumului sunt Tn concentratii nu mai mici decat 10°
UFC/ml [80, 104]. Astfel, este necesar ca majoritatea acestor culturi vii sa supravietuiasca pe

durata perioadei de valabilitate a produsului, Tnainte de a fi consumate.

3.5 Mediul nutritiv pentru cultivarea bacteriilor lactice izolate din laptele de capra

Este cunoscut faptul ca mediile pentru cultivarea microorganismelor lactice trebuie sa
corespunda urmatoarelor cerinte: sa fie usor asimilabile, cu un continut necesar de substante
nutritive (compusi azotati, carbohidrati, vitamine, saruri minerale), un anumit indice hidrogenic
(pH), sa posede un potential optimal de oxido-reducere. Mediul nutritiv trebuie sd contina o
cantitate necesara de apa si trebuie sa fie neaparat steril. Pentru prepararea mediilor nutritive se
utilizeaza diferite produse naturale, pentru cultivarea bacteriilor lactice fiind selectate medii
speciale pe baza de lapte [172].

In scopul utilizarii industriale a microorganismelor, este necesarid ameliorarea constanti a
activitatii lor vitale, intensificarea proceselor de crestere si reproducere. Mediile din lapte
degresat hidrolizat se utilizeaza pe scard largd pentru sporirea biomasei bacteriilor lactice si
mentinerea concentratiei maxime a celulelor. In laptele hidrolizat se pastreazi toate elementele
nutritive necesare pentru dezvoltarea si cresterea bacteriilor lactice, Tn special proteinele care
sunt descompuse pana la aminoacizi, mult mai usor asimilati de cétre bacterii [119].

In baza cercetirilor efectuate s-a constatat ci tulpinile autohtone de bacterii lactice
selectate, se dezvolta mai intens in laptele de capra decat in laptele de vaca, deoarece prin
raportul componentilor (grasimi, proteine, lactoza, vitamine, aminoacizi si a.) laptele de capra
este mai bogat in substante nutritive si isi manifestd proprietatile biochimice specifice mai
pronuntat decat laptele de vaca.

De aceea in continuare au fost efectuate experiente de determinare comparativd a
parametrilor de crestere si dezvoltare a tulpinilor izolate: au fost studiate dinamica cresteii,
aciditatea activa si numarul de microorganisme viabile pe mediul din lapte de vaca si mediul din
lapte de capra.

Studierea procesului de acumulare a biomasei, aciditatii si parametrii cinetici ai cresterii
culturii s-a efectuat la fiecare 2 ore, a numarului de celule viabile - fiecare 6 ore, pornind de la
valoarea initiala a pH -7,0 a mediilor si un inocul initial de 3%.

Tabelul 3.7 prezinta datele dezvoltarii tulpinilor de bacterii lactice selectate si acumularii

biomasei Tn mediul din lapte de vaca degresat si in mediul din lapte de capra degresat dupa 24
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ore de cultivare la temperatura 30+2°C. Trebuie notat faptul ca toate tulpinile studiate au
demonstrat diferente semnificative a parametrilor in procesul de cultivare pe ambele tipuri de
medii.

Tabelul 3.7. Indicatori ai cresterii, formarii de acid si a cresterii biomasei in medii nutritive

oH Biomasa, mg/ml Numz'l_rul bacteriilor
' lactice, UFC/ml
Tulpina Mediul
din lapte din lapte din lapte din lapte | dinlapte de | din lapte
de vaca de capra de vaca de capra vaca de capra
CNMN-LB-73 4,87+0,02 | 4,96x0,23 0,56 0,9 2,1x10° 2,7x10°
CNMN-LB-74 4,63+0,11 | 4,74+0,19 0,71 1,0 1,1x10° 3,5%10°
CNMN-LB-75 4,40+0,07 | 4,46%0,18 0,78 14 1,7 x10° 3,8x10%°
CNMN-LB-76 4,32+0,03 | 4,49+0,04 0,62 0,83 3,1x108 5,0x10°8
CNMN-LB-77 4,21+0,11 | 4,36+0,18 0,90 0,98 5,4x10’ 1,1x108
CNMN-LB-78 4,51+0,15 | 4,82+0,15 0,74 1.2 2,8x10° 5,9x10°
CNMN-LB-79 4,72+0,06 | 4,80+0,17 0,78 11 3,3x10° 3,6x10%°

Analiza datelor obtinute permite sd afirmam, ca mediul nutritiv din lapte de capra are 0
influentd semnificativd asupra viabilitatii tulpinilor selectate, ceea ce contribuie la sporirea
proprietatilor lor biotehnologice importante.

Rezultatele studiului comparativ al dinamicii cresterii culturilor in mediul de lapte de

capra si cel de lapte de vaca sunt prezentate in figura 3.8.
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Fig. 3.8. Dinamica dezvoltirii tulpinii CNMN-LB-75 si acumularii biomasei in medii
nutritive la temperatura 30+2°C
Conform rezultatelor obtinute, se observa o diferenta semnificativa in ceea ce priveste

cantitatea si viteza de acumulare a biomasei la tulpina L. lactis CNMN-LB-75 pe aceste 2 medii.
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Indicii obtinuti la cultivarea acestei tulpini pe mediu din lapte de caprd sunt net superiori:
acumularea biomasei in primele 12 ore de cultivare atinge 1,4 mg/ml cu valoarea aciditatii active
moderate pH=4,5 si numirul maxim al bacteriilor lactice de 3,8x10'® UFC/ml in faza stationar3,
durata de crestere exponentiala constituind 6 ore. Din rezultatele respective se observa, ca tulpina
selectata, in mediu nutritiv din lapte de capra, atinge rapid valori mai inalte ale numarului de
bacterii viabile.

Pentru o descriere mai detaliata a dezvoltarii tulpiniit CNMN-LB-75 pe mediile studiate, a
fost important sa se determine parametrii de crestere (Tabelul 3.8). Datele obtinute arata ca

tulpina CNMN-LB-75 in lapte de capra se caracterizeaza prin rata specifica de crestere x =0,186
ord™ cu cel mai mic timp de generatie g = 3,725 ore. Mai lent, tulpina s-a dezvoltat Tn mediul de
control, Tn care a inregistrat o rati specifica de crestere 2 = 0,101 ora™ cu timpul de generatie
0=6,861 ore.

Tabelul 3.8. Parametrii cinetici ai cresterii exponentiale a tulpinii CNMN-LB-75

Parametrii _ Tulpina CNMN-LB-75 _
mediul de lapte de vaca mediul de lapte de capri
g, ord 6,861 3,725
u, ord? 0,101 0,186

Studiul efectuat indica asupra faptului, cd componenta mediului din lapte de capra
influenteazd pozitiv procesul de multiplicare §i acumulare a biomasei tulpinilor bacteriene.
Tulpinile studiate se caracterizeaza printr-o viteza de dezvoltare rapida pe parcursul fazei
exponentiale si un timp scurt de generare — proprietati biotehnologice valoroase pentru culturile

utilizate in industria alimentara.

3.6 Optimizarea mediului de protectie pentru liofilizarea tulpinilor de bacterii
lactice

Utilizarea la scara industriala a microorganismelor n calitate de culturi starter impune o
strategie de conservare efectiva a tulpinilor, care va asigura mentinerea viabilitatii, stabilitatii,
puritatii si capacitatii lor bioproductive. Optimizarea mediului duce la activizarea sistemelor
metabolice responsabile de productivitatea celulelor bacteriene. Tn pofida numarului mare de
publicatii dedicate mediilor de cultivare a bacteriilor lactice, cercetarea, modificarea sau
optimizarea unor medii cunoscute, este relevanta pana in prezent.

Liofilizarea culturilor de bacterii lactice selectate s-a efectuat la statia pilot a
Laboratorului de Biotehnologii alimentare al ISPHTA formata din: bioreactorul Biostat Sartorius

Aplus, centrifuga cu racire Rotina 38R si sistema de liofilizare LABCONCO.
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Tnainte de liofilizare culturile bacteriene au fost cultivate In mediul din lapte hidrolizat la
temperatura 30 °C pana la atingerea valorii pH =4,6 a mediului. Ulterior, biomasa a fost separata
de mediul de culturd prin centrifugare si suspendatd in raport 1:1 in mediul de protectie cu
urmatoarea componenta: lapte steril degresat (16% SUD), citrat de sodiu (5%), zaharoza (10%),
gelatina (5%), glutamat de sodiu (2,5%). [119]. Suspensia obtinuta a fost repartizata a cate 2 ml
in flacoane si liofilizata la regimul elaborat de Laboratorul de Biotehnologii Alimentare.

Dupa procesul de liofilizare a culturilor in mediu de protectie din lapte de vaca s-a
constatat ci viabilitatea culturilor scade cu titrul bacteriilor tnainte de liofilizare de la 10°UFC-g*
pani la 10’'UFC-g™.

Tn acest context, directia de cercetare privind sporirea viabilitatii culturilor izolate din
lapte de caprd dupa liofilizare presupune efectuarea investigatiilor de optimizare a mediului
protector.

La Tnlocuirea laptelui de vaca cu laptele de capra in componenta mediului de protectie s-a
tinut cont de rezultatele obtinute anterior, care au aratat efectul pozitiv asupra sporirii viabilitatii
si dimanicii dezvoltarii culturilor selectate in mediul din lapte de capra.

Prin urmare, acumularea biomasei culturilor bacteriene nainte de liofilizate s-a efectuat
n mediul pe baza de lapte hidrolizat de capra. Ulterior biomasa a fost separata si suspendata in
mediul de protectie. Suspensia obtinuta a fost repartizatd in flacoane si liofilizata.

Raportul optim al componentelor primordiale ale mediului protector (lapte degresat de
capra si citrat de sodiu) a fost determinat cu aplicarea metodei de planificare matematica a
experientelor. In conditii de laborator (Directia ,, Tehnologii Alimentare”, IP ISPHTA) au fost
fabricate 9 mostre experimentale de tulpini liofilizate Tn corespundere cu matricea de planificare
a experimentului factorial cu 2 factori (Tabelul 2.4, capitolul 2).

Dupa evaluarea numarului de celule viabile in fiecare din variantele experimentale, a fost
intocmitd ecuatia de regresie pentru varianta cu mediul pe baza de lapte de capra (3.1) si cea cu
mediu pe baza de lapte de vaca (3.2) care descrie veridic (p<0,05) in valori reale modificarea
viabilitatii bacteriilor lactice in functie de medii de protectie.

Astfel, ecuatia de regresie obtinuta este urmatoarea:

Pentru lapte de capra Y=44,612+0,378Lc-0,375Cs+0,027LcxCs (3.2)
Pentru lapte de vaca Y=49,15+0,20Lv-8,77Cs+0,13LvxCs (3.2)
unde:

Y — viabilitatea bacteriilor, %;
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L — continutul de lapte de capra in mediul de protectie, %

C — continutul de citrat de sodiu, %

Vizualizarea grafica a ecuatiei de regresie polinomice 3.1 este prezentata in Figura 3.9.

Analiza detaliata a ecuatiei 3.1 ne permite sa afirmam, ca laptele de capra in mediul
protector are o influentd semnificativa asupra productivitatii si viabilitatii culturilor de bacterii
lactice izolate din laptele de capra, ceea ce contribuie la pastrarea proprietatilor lor

biotehnologice importante.

Viabilitatea, %

L

s &&Scéﬁi— }

Fig. 3.9. Reprezentarea grafica a modelului matematic de viabilitate a bacteriilor lactice
dupa liofilizare in mediul compus: a) din laptele de vaca degresat; b) din laptele de capra
degresat

In urma cercetarilor efectuate s-a stabilit componenta optimald a mediului protector
necesara pentru pastrarea tulpinilor si fabricarea concentratelor bacteriene prin metoda de uscare
prin liofilizare: lapte degresat de capra cu 16% substante uscate — 80%, citrat de sodiu — 2,5%,
zaharoza -10%, gelatina -5%, glutamat de sodiu -2,5% [49].

Tulpinile autohtone de interes biotehnologic au fost liofilizate si dupa 6 luni de pastrare

au fost monitorizate proprietatile lor tehnologice.

Proprietdtile biotehnologice ale tulpinilor autohtone de bacterii lactice dupa pastrarea
in stare liofilizata
Pastrarea de lunga duratd a proprietatilor biotehnologice ale tulpinilor de bacterii lactice

destinate fabricarii branzei sarate este un parametru important in elaborarea culturilor starter.
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Una din aceste proprietiti biotehnologice este activitatea de post-acidulare scazutd manifestata la
pastrare (refrigerare) timp de 28 zile [170].

Astfel, in vederea aprecierii eficientei mediului optimizat de liofilizare, au fost
monitorizate proprietatile biotehnologice principale: activitatea antimicrobiana, activitatea
fermentativa si activitatea de acidulare a tulpinilor selectate CNMN-LB-73, CNMN-LB-74,
CNMN-LB-75, CNMN-LB-76, CNMN-LB-77, CNMN-LB-78, CNMN-LB-79 dupa pastrare in
stare liofilizata timp de 6 luni.

Dinamica aciditatii active a tulpinilor autohtone de bacterii lactice dupa pastrare timp de
6 luni a fost monitorizata in bioreactorul Sartorius Biostat® A plus. Culturile au fost restabilite
din stare liofilizata si inoculate in lapte de capra steril degresat, termostatate la temperatura 30°C
timp de 24 ore. Analiza rezultatelor a relevat cea mai sporita activitate de acidulare la tulpinile
LB-76 si LB-77 cu valori pH=4,4 si pH=4,5 respectiv. Rezultatele sunt reprezentate in Figura
3.10.

Scéaderea valorii pH-ului (cresterea aciditatii) determind gradul de dizolvare a fosfatului
de calciu coloidal, care afecteaza sensibilitatea cazeinei la proteolizda in timpul fabricarii
branzeturilor, ceea ce determina textura brénzei (densitatea, prezenta sau absenta ochilor),

maleabilitatea si capacitatea de topire a acesteia.
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Fig. 3.10. Modificarea aciditatii active a laptelui de capri fermentat cu tulpini de
bacterii lactice cultivate timp de 24 ore
Rezultatele asupra activitatii de acidulare si activitatii fermentative a tulpinilor au permis
de a selecta tulpinile LB-73, LB-74, LB-75, LB-78, LB-79 cu valori optimale de aciditate activa
care se incadreaza in normele stabilite in SM 308:2012 “Concentrate bacteriene liofilizate
destinate fabricarii produselor lactate fermentate” si sunt de perspectiva pentru utilizarea in

compozitia culturii starter destinata obtinerii branzei.
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Pentru determinarea actiunii procesului de liofilizare asupra activitatii antimicrobiene a
culturilor de bacterii lactice, au fost utilizate tulpinile de referinta S. aureus ATCC® 25923™ s;j
E. coli ATCC® 25922™, Rezultatele cercetarilor privind activitatea antagonista a culturilor de
bacterii lactice inainte de liofilizare si dupa reactivare din stare liofilizatd sunt prezentate in
Tabelul 3.9.

Tabelul 3.9. Proprietatile antimicrobiene ale tulpinilor de bacterii lactice reactivate

Cultura de referinta
E. coli ATCC® 25922™ | S.aureus ATCC® 25923™

Codul tulpinii Diametrul zonei de inhibitie, mm

Inainte de restabilite nainte de restabilite

liofilizare liofilizare
CNMN-LB-73 13,2+0,4 13,1+0,1 12,1+0,3 12,0 0,2
CNMN-LB-74 14,0+0,0 13,5+0,3 12,5+0,2 12,2+0,1
CNMN-LB-75 15,4+0,4 15,0+0,1 14,1+0,2 13,8+0,1
CNMN-LB-76 10,0+0,3 9,6+0,1 10,6+0,2 9,1+0,1
CNMN-LB-77 11,1+0,2 8,2%0,2 9,5+0,3 8,0+0,1
CNMN-LB-78 14,5+0,2 13,8+0,1 14,1+0,2 12,2+0,2
CNMN-LB-79 20,9+£0,5 18,7+0,2 19,5+0,2 18,1+0,3

Analizand datele din tabelul 3.9, putem concluziona ca dupa 6 luni de depozitare in stare
liofilizata tulpinile LB-76 si LB-77 au demonstrat o scadere a activitatii antagoniste fata de
culturile de referinta in comparatie cu indicii initiali pana la liofilizare. Rezultatele privind
proprietatile antimicrobiene ale tulpinilor LB-73, LB-74, LB-75, LB-78, LB-79 au demonstrat
ca, desi in timpul depozitarii activitatea antagonista a culturilor date a avut tendinta de scadere,
totusi aceste schimbari nu au fost semnificative fata de indicii initiali si s-au incadrat in limitele
corespunzatoare de senbilitate moderata.

Cercetarile privind efectul liofilizarii asupra indicilor biotehnologici (activitatea
antimicrobiana, activitatea fermentativa si activitatea de acidulare) au permis selectarea celor
mai active tulpini lactice pentru crearea culturii starter, ale caror proprietati valoroase s-au

pastrat timp de 6 luni de depozitare.

3.7 Concluzii la capitolul 3

1. In rezultatul efectudrii cercetarilor expuse in capitolul 3, din microflora laptelui crud de
capra au fost izolate, identificate, descrise si propuse pentru includerea in culturi starter
pentru fabricarea branzei a tulpinilor autohtone de bacterii lactice cu proprietati
biotehnologice valoroase [8, 42, 44, 46, 47, 48, 52, 125].

2.  Tulpinile selectate se caracterizeaza printr-o activitate mai intensa de acidulare a laptelui

de caprd in comparatie cu laptele de vaca, asigurdnd o aciditate a laptelui de 68-93°T in
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timp de 5-7 ore. Tulpina L. lactis biovar diacetylactis CNMN-LB — 73 produce cantitati
suficiente de substante aromatice, ceea ce permite ameliorarea calitatii organoleptice a
produselor lactate fabricate din lapte de capra [45, 47, 51, 101, 125].

A fost determinatd activitatea antagonista a tulpinilor autohtone Tmpotriva
microorganismelor patogene. Zona de inhibare variaza intre 10-21 mm fata de Escherichia
coli si 9,5-19,5 mm fatd de Staphylococcus aureus, ceea ce indica asupra eficacitatii
tulpinilor propuse in prevenirea infectiilor intestinale si inhibarea dezvoltarii patogenilor
in probele de lapte fermentat [7, 50].

Utilizarea mediului de cultura din lapte de capra mai bogat in substante nutritive, asigura
un randament nalt de acumulare a biomasei si pastare a proprietatilor biotehnologice
valoroase ale tulpinilor de bacterii lactice. Rata specifica de crestere inregistrata de
tulpinile studiate pe mediul cu lapte de capri constiuie x = 0,186 ora , iar timpul de
generatie g = 3,725. [6, 43, 49].

Aplicarea metodei matematice de planificare a experintelor a permis stabilirea compozitiei
optime a mediului de protectie pentru conservarea, pastrarea viabilitdtii si proprietatilor
biotehnologice ale tulpinilor autohtone de bacterii lactice mezofile si termofile, care
contine laptele degresat de capra (80%), citrat de sodiu (2,5%), zaharoza (10%), gelatina
(5%), glutamat de sodiu (2,5%), si care asigura un nivel de 90% al viabilitatatii bacteriilor
lactice dupa liofilizare [49].

Indicii biotehnologici ai culturilor liofilizate in mediul protector optimizat se pastreaza
dupa 6 luni de depozitare si revin la indicii productivi initiali dupa reactivarea prin 3

pasaje succesive pe mediul cu lapte de capra degresat.
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4 ELABORAREA TEHNOLOGIEI DE FABRICARE A BRANZEI CU
APLICAREA CULTURII STARTER AUTOHTONE DE BACTERII
LACTICE

Tn ultimul timp, piata produselor lactate fermentate s-a extins in mod semnificativ, gratie
utilizarii bacteriilor lactice, ce indeplinesc functii fundamentale importante, determinand
caracteristicile si calitatea produsului finit. In industria alimentara, aplicarea culturilor starter
stabile cu proprietati selectionate asigura un proces controlat de prelucrare a materiei prime
complexe si fabricare a produselor fermentate [2, 164, 171, 177].

Prin selectarea microorganismelor pot fi obtinute culturile starter de tulpini de bacterii
lactice cu proprietati biotehnologice speciale, in scopul fabricarii unor produse noi de calitate
sigurd. Pastrarea de lunga durata a activitatii biochimice si viabilitatii tulpinilor valoroase
(raportul dintre celulele active si inactive in populatiile microbiene) depinde de factorii externi
(compozitia mediului nutritiv, temperatura, etc.) si proprietatile tehnologice ale tulpinilor.
Tinand cont de toate acestea, proprietitile functionale ale produselor alimentare fermentate de
lactobacterii depind in mare masura de proprietatile tulpinilor selectionate si de cantitatile lor in
produsul finit [4, 5, 54, 158].

La selectarea tulpinilor functional active de microorganisme lactice sunt apreciati astfel
de parameti, cum ar fi acidogeneza, activitatea antagonistd impotriva microflorii patogene si
conditionat patogene, rezistenta la bila, concentratii mari de saruri si valori inalte ale pH-ului.

Multi specialisti din industria laptelui confirma necesitatea si importanta utilizarii n
procesul de obtinere industriald de alimente functionale a tulpinilor autohtone de bacterii lactice.
De aceea Tn ultimul timp a crescut interesul pentru izolarea si valorificarea tulpinilor autohtone
de bacterii lactice competitive, relevante pentru industria alimentara si cu proprietati probiotice
[69].

Pentru asigurarea proprietatilor functionale, nivelul minim al celulelor viabile de bacterii
lactice dintr-un produs lactat fermentat trebuie sa fie de cel putin 106 UFC/ cm?® pe intreaga
durati de valabilitate a produsului [118, 165, 172]. In prezent, existd o tendintd de crestere a
normei continutului de celule viabile de culturi probiotice Tn produs: in unele tari din Europa de

Vest nivelul minim al celulelor a crescut la 10’ UFC/ cm? [146].
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Tn anul 2015, la Congresul Federatiei Europene a Societatilor de Microbiologe (FEMS), a
fost introdus un concept privind includerea in produsele alimentare a consortiilor probiotice
policomponente de bacterii lactice, pentru prevenirea diferitelor boli [161].

Este cunoscut faptul, ca culturile starter multiple, in comparatie cu monoculturile, poseda
o0 activitate biochimica mai sporitd si o rezistentd mai inaltd la diferiti factori negativi, oferind
produselor obtinute proprietati probiotice complet noi [145].

De aceea tulpinile autohtone de bacterii lactice mezofile si termofile au fost in continuare
incluse in asociatii simbiotice, destinate fermentarii laptelui de capra, pentru obtinerea brénzei.

Rezultatele cercetarilor efectuate si descrise in Capitolul 4 al prezentei lucrarii au stat la
baza elaborarii tehnologei de fabricare a brénzei din lapte de capra descrisa in documentele
tehnico-normative: Standardul de Firma si Instructiunea tehnologica privind fabricarea branzei
din lapte de capra si oaie (Anexa 7), si au fost incluse in brevetul de inventie MD 1299Y
,Procedeu de obtinere a branzei din lapte de capra” [7] (Anexa 10).

De asemenea, rezultatele cercetarilor efectuate si descrise in acest capitol au servit drept
bazd pentru elaborarea Standardului Moldovenesc ,.Branza din lapte de caprd si de oaie.
Specificatii”. Documentul tehnico-normativ a fost elaborat conform datelor obtinute Tin
investigatiile referitor la laptele de capra si aplicarea culturii starter elaborate, au fost stipulati
indicii de calitate a produsului finit, si cerintele de sigurantd garantatid, cu un termen de
valabilitate indelungat.

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

1. Asocierea tulpinilor de bacterii lactice autohtone in cultura starter pentru fabricarea
branzei;

2. Aprecierea parametrilor laptelui de capra in calitate de materie prima pentru fabricarea
brénzeturilor;

3. Includerea culturii starter elaborate n procesul tehnologic de fabricare a branzei din lapte
de capra,;

4. Determinarea caracteristicilor de calitate si termenului de valabilitate ale bréanzei;

5. Studiul de fezabilitate economica a fabricarii branzei cu utilizarea culturii starter

autohtone.
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4.1 Asocierea tulpinilor de bacterii lactice autohtone in cultura starter pentru
fabricarea branzei

Notiunea de culturd starter a fost utilizata la inceput numai pentru bacteriile lactice. Intre
timp, utilizarea ei s-a extins pentru toate culturile selectionate care se adauga exogen la diferite
etape ale procesului tehnologic de fabricare a produselor alimentare, fiind denumite culturi
starter complementare sau secundare.

Perfectionarea si coordonarea activitatii microorganismelor selectionate, utilizate sub
forma de culturi starter si capabile sd coabiteze cu microbiota indigena din lapte, mult mai bine
adaptata la conditiile tehnologice, permite diversificarea continua a sortimentelor de branzeturi.
Aplicarea bacteriilor lactice selectionate in compozitia culturii starter destinatd fermentarii
laptelui de capra va permite sporirea valorii nutritive si calitatii produsului finit [113]. Stabilirea
compozitiei culturii starter este conditionata atat de caracteristicile specifice ale produsului finit,
cat si de cerintele consumatorilor.

Calitatea microbiologica a branzeturilor sarate poate fi influentatd de numerosi factori,
inclusiv calitatea laptelui - materie prima, utilizarea pasteurizarii sau termizarii laptelui, diversi
parametri tehnologici, nivelul si tipul de contaminare microbiana care apare in timpul fabricarii
sau depozitarii branzei. Branza sarata se matureaza 0 perioadd indelungata, iar microflora
dominanta are o contributie semnificativa la toate etapele tehnologice, pornind de la procesul de
maturare pana la depozitarea produsului, determinand calitatea si siguranta sa.

Traditional, branzeturile sunt fabricate din lapte crud, iar aroma lor este intensa si picanta.
Laptele crud este folosit de fabricile mici, Tn timp ce fabricile mai mari utilizeaza lapte tratat
termic, incalzit la 65°C timp de 15-18 sec. Desi pasteurizarea distruge bacteriile patogene,
anumiti agenti patogeni (de ex. Listeria monocytogenes si Escherichia coli) pot supravietui si pot
contamina produsul final.

Industria laptelui cunoaste mai multe cazuri triste cu privire la prezenta bacteriilor
patogene in branza, cu implicarea Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus [95].

Deoarece bacteriile genului Listeria si alte bacterii patogene sunt halotolerante, exista o
preocupare importantd CU privire la supravietuirea si/sau cresterea acestor contaminanti in
solutiile saline utilizate pentru depozitarea branzeturilor in saramurad. Bacteriile prezente in
branza contamineaza rapid solutia, iar agentul patogen este inactivat mai greu in saramura decat

Tn branza.
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Conform normelor legislative, pentru fabricarea branzeturilor in conditii industriale
trebuie sa fie utilizate, atat laptele pasteurizat, cat si culturi starter cu activitate antagonista
sporitd, ce ar asigura obtinerea unui produs de calitate si siguranta inaltd, cu termen de pastrare
indelungat.

Diferite culturi starter constituite din bacteriile lactice mezofile si/sau termofile sunt
utilizate in producerea branzeturilor, cele mai importante fiind lactococii L. lactis subsp. lactis si
L. lactis subsp. cremoris. Dar, tinind cont de caracteristicile specifice ale laptelui de capra
(miros si gust specific) care se amplifica Tn branzeturi, am decis sa asociem tulpinile autohtone
de bacterii lactice mezo-termofile cu tulpina L. lactis biovar diacetylactis, care permite
eliminarea substantiald a acestei caracteristici specifice. In rezultat, au fost propuse pentru
includerea in cultura starter simbiotica mixta, a tulpinilor L. lactis, L.cremoris, L. lactis biovar
diacetylactis si a tulpinii de Streptococcus thermophilus, ce faciliteaza separarea zerului [120,
165].

Lactococii sunt microflora principala care asigura formarea activa a acidului lactic de la
inceputul procesului de fermentare a laptelui si determina parametrii organoleptici ai produsului
finit. Adaugarea in compozitia culturii starter pentru branza a tulpinii de S. thermophilus, de rand
cu 2-3 tulpini de lactococci mezofili, contribuie la sporirea rezistentei culturii starter la
bacteriofagi si la variatiile sezoniere ale calitatii laptelui [169, 170].

De asemenea, pentru fabricarea branzei cu o perioada de pastrare ndelungata este
necesara selectarea tulpinilor cu activitate post-acidulanta scazuta pH=4,6-4,65 stabila dupa
depozitare timp de 28 de zile.

In studiile anterioare au fost luate in considerare toate aspectele specifice sus numite
pentru fabricarea branzei din lapte de capra, de aceea pentru elaborarea culturii starter, din cele
7 tulpini autohtone noi au fost selectate 5 tulpini cu proprietati biotehnologice valoroase pentru
industria laptelui.

In calitate de culturd starter de referintd a fost aleasi cultura starter mixti pentru
fabricarea branzeturilor produsd de compania DANISCO (Danemarca). Compozitia uscata
CHOOZIT series MA 4001/4002 LYO, compusa din L. lactis, L. cremoris, L. lactis biovar
diacetylactis si S. thermophilus, asigura un gust aditional placut branzeturilor [61].

In pofida similaritatii componentei specie-specifice a culturilor starter, precum si a
materiei prime, calitatea produsului fabricat poate fi considerabil diferitd. Desi, componenta
culturilor starter fabricate de diferite companii producétoare este asemandtoare, totusi relatiile
dintre genurile, speciile si subspeciile de microorganisme utilizate difera [105, 131].
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Tn continuare, au fost efectuate cercetiri privind asocierea tulpinilor de bacterii lactice
autohtone. Tn scopul valorificarii potentialului biotehnologic al tulpinilor selectate, cinci dintre
ele au fost incluse in asociatii simbiotice pentru utilizarea lor in prepararea culturii starter
autohtone si analizata comparativ cu cultura starter de import CHOOZIT series MA 4001/4002
LYO, tindnd cont de fezabilitatea economica a utilizarii culturii starter de import in procesul
tehnologic.

Pentru inceput, au fost evaluate caracteristicile biotehnologice ale tulpinilor de bacterii
lactice reactivate din starea liofilizata. Rezultatele evaluarii sunt prezentate in Tabelul 4.1.

Tabelul 4.1. Caracteristicile tehnologice ale culturilor liofilizate de bacterii lactice

Caracteristici Tulpini de bacterii lactice CNMN-
LB-73 LB-74 LB-75 LB-78 LB-79
Durata de 18,1+0,2 15,8+0,2 14,4405 16,040,1 8,0+0,3
restabilire, ore
Coci, asociati
Aspectul_ Coci, asociati 1n diplococi n dip IOCQCI 3
microscopic in lanturi de
diferite lungimi
Aspectul . <
coagulului si Omogend, densa consistenta
; g ’ cremoasa
consistenta
Eliminarea - . fara eliminare
. cu eliminarea zerului
zerului de zer
Activitatea acidifianti in lapte integral, inocul 5% cultura
Durata
coagularii, 7,5£1,0 4,5+1,0 5,0+1,2 6,0+£0,5 5,0+0,1
ore
Aciditatea 65+0,2 78+1,6 74405 67+0,1 71403
titrabila, T
Sinereza,ml 2,3 2,15 2,0 2,25 0

In corespundere cu proprietitile tehnologice, tulpinile de bacterii lactice au fost unite n
asociatii simbiotice. Culturile starter pentru fabricarea branzei trebuie sa fie alcatuite din tulpini
mezofile si termofile in raport 3:1. De aceea la etapa urmatoare au fost create si studiate asociatii
formate din cinci tulpini. Pentru Tmbinarea tulpinilor de aceeasi specie, tulpinile selectate de L.
lactis, au fost asociate treptat in raport 1:1, studiindu-se compatibilitatea lor la nivel de actiune
acidifiantd si coagulanti. In baza asociatiei formate Tn cadrul speciei L. lactis (baza culturii
starter), au fost alcatuite 2 asociatii de tulpini pentru culturi starter destinate fabricarii branzei.

Tulpinile au fost inoculate in laptele de capra. Dupa incubare, pana la obtinerea

coagulului, asociatiile obtinute au fost reinsamantate de doua ori in lapte de capra degresat steril.
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Au fost selectate 2 asociatii, ce au demonstrat actiune de acidogeneza intensa — in maxim
7 ore, cu formarea unui coagul omogen, dens, si pe frotiul microscopic al carora se observa
dezvoltarea bacteriilor lactice mezofile si a tulpinii de S. thermophilus:

1. 25% (L.lactis CNMN-LB-74 + L.lactis CNMN-LB-75) + 25% L. cremoris CNMN-
LB-78 + 25% L. lactis biovar diacetylactis CNMN-LB-73 + 25% S. thermophilus CNMN-LB-
79;

2. 50% (L.lactis CNMN-LB-74 + L.lactis CNMN-LB-75) + 20% L. cremoris CNMN-
LB-78 + 20% L. lactis biovar diacetylactis CNMN-LB-73 + 10% S. thermophilus CNMN-LB-
79;

Cele doua asociatii au fost supuse studiului principalilor parametri tehnologici, rezultatele
caruia sunt prezentate in Tabelul 4.2.

Tabelul 4.2. Caracteristicile asociatiilor de tulpini autohtone pentru branza

Cultura starter Durata coagulirii, Aciditatea Sinereza, | Aspectul coagulului
ore titrabila, °T ml

Nr.1 5,5+0,2 79420 0 0,C,fz,

Nr.2 6,0+£0,5 86+1,5 2,312 0,Db,Z

Nota: O —omogen, C-cremos, D — dens, Z- eliminarea zerului, fZ — fara eliminarea zerului.

Asociatiile au manifestat caracteristici biotehnologice foarte bune, fermentand laptele de
capra in 5,5-6,0+0,5 ore (conform cerintelor durata de fermentare trebuie sa fie 7 ore).

Asociatia nr.1 manifestd coagularea mai activa a laptelui, comparativ cu asociatia Nnr.2,
dar formeaza un coagul cremos fara eliminarea zerului, calitate nedorita a unei culturii starter
pentru fabricarea branzeturilor. Presupunem ca acest fapt se datoreazd raportului cantitativ inalt
(25%) a tulpinii S. thermophilus n cadrul asociatiei nr.1. In asociatia nr. 2 raportul tulpinilor
mezofile este mai mare, fapt ce a temperat dezvoltarea dominanta a tulpinii termofile.

Asociatia nr.2 se caracterizeaza prin capacitatea de sinereza activa si aciditate moderata,
de aceea ea prezintd interes tehnologic si poate fi utilizata in calitate de culturd starter destinata
fabricarii branzeturilor.

Tn ambele variante aciditatea titrabila a fost in limitele admisibile — 79-87,5°T, asociatiile
formate corespund cerintelor fatd de culturile starter pentru fabricarea produselor lactate
fermentate.

Sinereza are un rol special in procesul de crestere a bacteriilor si activitatii enzimatice,
determindnd umiditatea  branzei si, ca rezultat, afectand durata maturarii si calitatea
branzeturilor. Rezultatele obtinute in urma asocierii speciilor L. lactis, L. cremoris, L. lactis

biovar diacetylactis si S. thermophilus in cultura starter nr.2, indica sporirea cantitatii de zer
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eliminat, comparativ cu rezultatele obtinute la fermentarea laptelui cu tulpini separate, deci s-a
demonstrat efectul simbiotic al culturii propuse [167].

De asemenea, s-a efectuat examenul microscopic al culturilor starter elaborate.
Rezultatele sunt reprezentate in Figura 4.8.

Prin studiul microscopic al culturilor starter elaborate s-a determinat ca in asociatia nr.2
celulele tulpinii S. thermophilus au format lanturi lungi, ceea ce demonstreaza dezvoltarea activa

a culturii, respectiv ea a fost aleasa pentru cercetarile ulterioare si numita BriCheese.

b)
Fig. 4.1. Aspectul microscopic al asociatiilor formate, marirea x100:
a) asociatia nr. 1; b) asociatia nr.2
(Autorul foto Bogdan N.)

A doua etapa a studiului culturii starter selectate a avut drept scop analiza comparativa a
proprietatilor biotehnologice valoroase ale culturii starter autohtone elaborate BriCheese si a
culturii starter de import, pregatita in prealabil din concentrat bacterian CHOOZIT series MA
4001/4002 LYO.

Proprietatile biotehnologice au fost evaluate dupa 3 pasaje in lapte de capra degresat steril
la temperatura optimala de cultivare a culturii mixte mezo-termofile 30£2°C. Rezultatele
cercetarilor sunt prezentate in Tabelul 4.3 si Figura 4.2.

Datele prezentate in tabelul 4.3 caracterizeaza ambele culturi starter drept culturi cu
proprietdti biotehnologice valoroase, utile pentru fabricarea branzeturilor de tip tari, Semi-tari,
branzeturilor cu procesul accelerat de fabricare, si a smantanii, cu aciditatea moderata si

continutul sporit de celule de bacterii lactice viabile.
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Tabelul 4.3. Caracteristicile biotehnologice ale culturilor starter pentru branza

Cultura Caracteristicile biotehnologice
starter NMLYV, Aciditatea titrabila Durata de coagulare a | Sinereza, cm?®
logUFCl/g culturii, °T laptelui, ore
BriCheese 9,731 34+1,0 6,0+£0,5 2,2+0,5
CHOOZIT 8,825 41+0,5 7,0£0,2 1,5+0,5

Proprietatile antimicrobiene
Test-cultura

| E. coli ATCC® 25922™ | S. aureus ATCC® 25923™
Diametrul zonei de inhibitie, mm
BriCheese 12,7+0,1 12,0+0,3
CHOOZIT 5,9+0,2 4,1+0,05

Conform cerintelor tehnologice pentru culturile starter destinate fabricarii branzeturilor,
durata de coagulare constituie maximum 7,0 ore, rata sinerezei intre 2,0-2,5%. Cultura starter
elaborata din tulpini autohtone izolate din lapte de capra a manifestat o coagulare mai activa a

laptelui de capra in comparatie cu cultura de import.

o T st

a)‘ A 5 ‘

Fig. 4.2. Aspectul microscopic al culturilor starter, marirea x100:
a) CHOOZIT; b) BriCheese
(Autorul foto Bogdan N.)

Asociatia simbiotica mixta a tulpinilor de bacterii lactice mezofile si o tulpind termofila
ofera efectul simbiotic al culturii compuse, ceea ce contribuie la obtinerea consistentei dense a
produsului, cu o sinereza semnificativa. Microflora mezofila creaza un miros clasic, de lapte
fermentat, iar dezvoltarea tulpinii L. lactis biovar diacetylactis CNMN-LB-73 ofera un gust si
aromad placutd de compusi aromatici mai exprimati decat in cultura CHOOZIT series MA
4001/4002 LYO. Acest fapt prezintd un avantaj pentru fabricarea din lapte de capra a brénzei cu
gust si miros ameliorat. Tulpina L. cremoris CNMN-LB-78 confera o nuantd cremoasa ugoara Si
un gust placut produsului, datorita capacitatii de a forma o cantitate mica de acizi volatili.

Activitatea antagonista sporita a asociatiei autohtone constituie un avantaj in procesul de
obtinere a produsului finit de calitate si siguranta garantata, fapt ce influenteaza si procesul de

maturare si depozitare a branzei fabricate.
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La urmatoarea etapa a lucrarii ne-am propus fabricarea lotului experimental de cultura
starter in stare liofilizata destinata fabricarii branzei. Cultura starter autohtona elaborata a fost
inclusa in mediul protector Tn raport de 1:1 si repartizata in flacoane (cu capacitatea de 10ml) a
cate 4 ml. Liofilizarea a fost efectuatd la instalatia de marca Labconco, conform procedeului
elaborat in Laboratorul de Biotehnologii alimentare al ISPHTA [56]. Au fost obtinute 2 loturi
experimentale de cultura liofilizata compusa din tulpini autohtone de bacterii lactice pentru
branzeturi. Dupa liofilizare s-au obtinut cate 2 g cultura liofilizata in fiecare flacon.

Determinarea capacitatii de pastrare a indicilor de calitate pe parcursul termenului
indelungat de depozitare este important pentru culturile starter. De aceea, dupa timpul stabilit de
pastrare (6 luni de pastrare la temperatura -18+1°C) a fost studiat parametrul principal al
asociatiei simbiotice — viabilitatea bacteriilor lactice (Tabelul 4.4.).

Tabelul 4.4. Dinamica numarului de bacterii lactice viabile in procesul de pastrare

Luni
Titrul bacteriilor lactice 1 2 3 4 5 6
viabile, logUFC Tn 1 ml BriCheese | 9,5+0,3 | 8,6+0,1 | 8,5+0,3 | 8,4+0,1 | 8,4+0,2 | 8,2+0,1

Din tabel rezulta, ca numarul de bacterii lactice practic nu s-a schimbat pe parcursul
perioadei de cercetare (cu variatii neinsemnate in limitele erorilor admise) si corespund
cerintelor pentru culturi starter utilizate la fabricarea produselor lactate fermentate. Procesul
verbal de producere a culturii starter in conditiile de laborator se anexeaza (Anexa 5).

Rezultatele cercetdrilor demonstreazad, cd cultura starter elaborata poate fi, cu siguranta,
aplicata in procesul de fabricare a branzei din lapte de capra. Astfel, aceastd lucrare contribuie

la diversificarea asortimentului de brénzeturi - unele din cele mai valoroase produse alimentare.

4.2 Aprecierea calititii laptelui de capra - materie prima la fabricarea
bréanzeturilor

In ultimul timp cerintele pietei de consum privind produsele lactate au sporit
semnificativ, inclusiv calitatea si termenele de valabilitate [140]. Din punct de vedere senzorial,
fizico-chimic i microbiologic produsele obtinute in conditii de stdnd sau gospodarii individuale
variaza considerabil si in multe cazuri nu prezinta siguranta corespunzatoare cerintelor [12, 18,
22]. Laptele prezintd o sursa naturala pentru obtinerea noilor tulpini de bacterii lactice, totusi
laptele nu prezinta unicul habitat al bacteriilor lactice, majoritatea acestor microorganisme
nimeresc in lapte In procesul mulsului (din pulpa animalului, din baligar, hrana, iarba, sol,
inventar s.a.),dezvoltarea microorganismelor in lapte se observa si in timpul pastrarii si

transportarii [109, 142].
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Problema calitatii materiei prime pentru fabricarea branzei este extrem de importanta si
este una dintre conditiile principale ce determina calitatea superioara a produsului finit. De
aceea, in anul 2015 in Laboratorul de Biotehnologii alimentare a fost elaborat Standardul
Moldovenesc care determina Specificatiile tehnice privind laptele crud de capra. Cercetarile
efectuate au fost realizate in conformitate cu reglementarile normative [26].

Pentru acest studiu au fost selectate diferite loturi de lapte de capra crud — materie prima,
obtinute de la ,,Prietenia Agro” SRL, or. Soroca si ,,Major-Auto” SRL, or. Taraclia. Mostrele de
lapte au fost investigate conform caracteristicilor organoleptice, fizico-chimice si
microbiologice, iar rezultatele investigatiilor sunt prezentate in Tabelul 4.5 si Figura 4.3.

Calitatea laptelui - materie prima se apreciaza in momentul receptiondrii prin colectarea
probei medii de lapte din fiecare lot de productie si determinarea indicilor organoleptici, fizico-
chimici si microbiologici. Tn functie de rezultatele acestor analize se face sortarea laptelui,
stabilindu-se destinatia, fie pentru consum, fie la fabricarea branzeturilor etc.

Tabelul 4.5. Caracteristicile organoleptice, fizico-chimice si microbiologice a mostrelor de
lapte crud

Indicii | Cerinte * | Rezultatele cercetarilor

Indicii organoleptici

Lichid omogen, fara sediment

si flocule Omogen, curat

Aspect si consistenta

Placut, dulciu, miros specific

Gust si miros laptelui de capra, fara gust si Specific laptelui de capra fara

miros strain, se admite miros si gust si miros strain
gust slab de furaje
Culoarea Alb cu nuanta galbuie Alb
Indicii fizico-chimici
Aciditatea, °T 15-19 17,0+0,70
Densitatea, g/cm?, min. 1,030 1,031+0,0028
. — SRS
Fractia mas1(;$]icr1]e grasime, %, 4.0 4,58+0,89
Fractia masica de proteine,%, min. 3,5 4,1+0,11
Fractia masica de substanta uscata
degresata (SUD),%, min. 9.0 9,32+0,5
Fractia masica de lactoza,% 4,0-4,6 4,3

Indicii microbiologici

Numérul de microorganisme
mezofile aerobe si facultativ

5 3
anaerobe (NMMAFA), UFC/cm?, 1,0 x10 5,4+1,9x10
max.
Continutul de Salmonella, in dmi deoi
25g/produs nu se admite nu s-a depistat
Numarul (11(e: rgghﬁ]ea)s(omatlce la 20 X105 11402 x10°
Listeria monocytogenes nu se admite nu s-a depistat

Nota: * conform SM 317: 2015 “Lapte crud de capra si oaie. Specificatii” [26].
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Determinarea indicilor fizico-chimici ai laptelui de capra in calitate de materie prima a
fost efectuata cu utilizarea analizatorului automat al laptelui EKOMILK Total Bulteh 2000 si
prin cromatografie lichida de inalta performanta (HPLC) conform metodei standardizate 1SO
22662:2007 prin detectare refractometrica, care exprima rezultatele maximal corect.

Se stie ca in unele cazuri laptele de capra contine fractia masica de lactoza mai inalta,
comparativ cu acelasi indicator in laptele de vaca, dar dimensiunile acesteia in laptele de capra
sunt mai mici si lactoza laptelui de capra este mai intens scindata de enzima lactaza (B-
galactozidaza), produsa de microflora culturii starter. Aceasta determina oportunitatea utilizarii
laptelui de capra pentru alimentatia dietetica si pentru copii [149, 172].

Rezultatele referitoare la continutul de lactoza in laptele de capra, determinat prin

cromatografie lichida (HPLC), sunt prezentate in Figura 4.3.
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Fig. 4.3. Cromatografie lichida (HPLC): a) Cromatograma solutiei standard de lactoza;
b) Cromatograma probei de lapte de capra-materie prima
(Autorul foto Bogdan N.)
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Se cunoaste, ca compozitia chimica a laptelui de capra difera in functie de sezon, furajare,
varsta, perioada de lactatie, si ca aciditatea (prospetimea) laptelui este mai sporita in perioada de
vara, influentatd de temperatura mediului inconjurator [16, 35, 127, 168]. Continutul sporit de
substanta uscata degresata indica faptul ca laptele este valoros din punct de vedere tehnologic
pentru procesare, iar fractia masica de proteine in valoare de 4,1 % este favorabila procesarii
pentru obtinerea branzei.

Conform cerintelor stipulate in documentul normativ pentru laptele crud de capra, putem
constata ca mostrele de lapte corespund cerintelor tehnice de calitate care ofera oportunitatea de
a aprecia si accepta calitatea laptelui de capra obtinut de la producator si va permite obtinerea
unui produs de calitate si siguranta garantata.

Rezultatele cercetarilor efectuate au contribuit la elaborarea Standardului de Firma
38930262-001:2015 si Instructiunii Tehnologice 67-38930262-001:2015 SRL ,,Prietenia-Agro”
or. Soroca pentru fabricarea laptelui de capra de consum pasteurizat, avizate de catre Centrul
National de Sanatate Publica si Agentia Nationald pentru Siguranta Alimentelor. Certificatul de
implementare a tehnologiei pentru fabricarea laptelui de capra de consum pasteurizat este

prezentat in Anexa 6.

4.3 Includerea culturii starter elaborate in procesul tehnologic de fabricare a
branzei

Brénza prezintd un produs traditional, datoritd valorii nutritive si biologice sporite si
gradului Tnalt de digerabilitate. Tn fabricarea branzeturilor intervin numeroase influente, care
determina marea diversitate de branzeturi cunoscute Tn prezent. Unele sortimente noi de
branzeturi sunt consecinta cercetdrilor stiintifice recente, altele au evoluat datoritd noilor
tehnologii asimilate in productie.

Productia si consumul de branzeturi este in crestere, aceastd tendintd se va mentine $i
pentru viitor. Printre directiile principale de dezvoltare a industriei branzeturilor citam:
perfectionarea tehnologiilor de fabricare prin intermediul mecanizarii si automatizarii proceselor
tehnologice; reducerea duratei de maturare a brénzeturilor; folosirea rationald a tuturor
componentelor materiei prime [16, 140].

Traditional, Tn Republica Moldova, din lapte de capra se prepara branzeturi sarate sau in
saramura de tip telemea sau feta (In traducere din turca si greaca inseamna felii-bucati), obtinute
prin coagularea laptelui crud cu ajutorul enzimelor coagulante de origine animala sau

microbiana. Procesul tehnologic de fabricare a acestor branzeturi are multe operatii comune cu
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celelalte tipuri de branzeturi. Deosebirea principald constd in faptul ca maturarea (i pastrarea
branzeturilor) are loc Tn saramura.

Trebuie mentionat faptul, ca laptele si produsele lactate sunt cele mai frecvente surse de
contamindri bacteriene alimentare, cu cea mai mare raspandire a intoxicatiilor alimentare
stafilococice.

Tn industria laptelui, sursa principala de stafilococci patogeni este laptele crud. Conform
diferitor autori, cantitatea lor medie variazi intre 1 si 5x10* UFC/m.

Din aceasta cauza este tot mai actuala necesitatea evitarii contamindrii laptelui crud.
Existd multe studii care au dovedit eficacitatea procesului de pasteurizare impotriva bacteriilor
patogene si conditionat patogene din lapte [137].

Luéndu-se in consideratie factorii de risc din gospodariile individuale, stdne si anume
nivelul scazut de respectare a cerintelor igienice si sanitare de intretinere a animalelor si
respectiv de obtinere a laptelui crud, s-a elaborat schema tehnologica de producere in conditii de
mini-intreprindere a branzeturilor din lapte pasteurizat de capra cu aplicarea bacteriilor lactice
selectionate si a enzimelor coagulante industriale, care asigurd obtinerea produsului finit de
calitate si sigurantd garantata, cu termen de maturare mai scurt, comparativ cu brénzeturile
obtinute din lapte crud.

Existd mai multe procedee de fabricare a branzeturilor, care influenteaza indicatorii de
determinare a branzei ca produs finit. Pentru fabricarea branzei clasice si grase se prefera
coagularea laptelui cu aplicarea cheagului si maielei de bacterii lactice [175].

Pentru a obtine brdnza sub forma de produs autohton, a fost utilizatda tehnologia
traditionala de coagulare a proteinei cu cheag si maia. Indicatorii tehnico-economici si calitatea
coagulului Tn acest caz sunt mult mai buni decat la aplicarea metodei acide: coagulul are o
structura mai compacta, domina particule de dimensiuni mari de 30-50 microni (pana la 45,8%),
in timp ce prin coagulare acidd predomina particule mici de 10 microni (pana la 55%); aplicarea
enzimei de cheag reduce pierderea de grasimi; durata fermentarii este redusa cu 2 ore, iar din
punct de vedere al caracteristicilor organoleptice branza obtinuta prin aceasta metoda, obtine un
gust placut si mai delicat [166].

Consumul de materie prime la fabricarea a 100 kg de branza se considera consumul real
(de facto) de materie primd utilizata, care nu depaseste normele stabilite de intreprinderea

producatoare.
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Consumul de lapte utilizat la fabricarea brénzei se calculeaza in functie de fractia masica

de grasime a laptelui de capra, care variaza intre 3,6 % si 4,5%, lund in consideratie pierderile

de grasime, si se calculeazd dupa formula 4.1:

o Ge-(100-W) -G,
(1-0,01P) -G, — G,

Unde:

C — consumul de lapte, kg la 100 kg de branza;

G¢ — fractia masica de grasime in substanta uscata a branzei, %;

W — fractia masica de umiditate In branza, %;

G;— fractia masica de grasime in zer, %;

P — pierderile de grasime pe tot ciclul de fabricatie, %;

G — fractia masicd de grasime a laptelui, %

Pentru fabricarea 100 kg de branza se utilizeaza 700 kg de lapte de capra.

Norma eliminarii zerului la fabricarea branzei constituie 65-70%.

(4.1)

Pentru aceasta au fost calculate retetele de fabricare a branzei din lapte de capra, care sunt

prezentate in Tabelul 4.6.

Tabelul 4.6. Retete de producere a branzei (pentru 100 kg de produs finit fara evidenta

pierderilor)

Materie prima

La 100 kg brinza

Lapte de capra 4,3% cu grasime, | 700
Cultura starter reactivata, | 7,0
Cloruri de calciu, kg 0,175
Enzima coagulanta, kg 0,0175

In conditii industriale in cadrul SRL “Major-Auto”, or. Taraclia, a fost elaborati

tehnologia pentru fabricarea branzei din lapte de capra conform Standardului de Firma SF
40388050-001:2017 si Instructiunii Tehnologice IT MD 67- SF 40388050-001:2017 (Anexa 7).

Certificatul de implementare a tehnologiei este prezentat in Anexa 8.

Procesul tehnologic de fabricare a brénzei din lapte de capra consta din urmatoarele

operatii:

Receptionarea laptelui.

Calitatea laptelui - materie prima destinata fabricarii branzei se apreciaza conform

continutului de grasime si proteina totala, indicilor organoleptici si microbiologici.
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Pentru pregatirea branzei se utilizeaza numai lapte ,,indicat pentru branzeturi”, adica lapte
cu continutul normal de substante nutritive, fara defecte de ordin organoleptic, fizico-chimic sau
microbiologic, cu cerintile stabilite catre SM 317: 2015 “Lapte crud de caprd si oaie.
Specificatii” [26].

Dupa receptionarea si aprecierea cantitativd si calitativd, in vederea indepartarii
impuritatilor mecanice, laptele se curata prin centrifugare.

Rezervarea §i maturarea laptelui.

Laptele proaspat curatat se mentine la temperatura 10+2°C pentru maturare timp de 10-
15 ore, ca urmare are loc cresterea aciditatii titrabile a laptelui cu 1-2°T. Temperatura optima a
laptelui rezervat — 4-5C°. Se presupune ci utilizarea laptelui maturat reduce timpul obtinerii
produsului finit [140].

Pasteurizarea laptelui.

Laptele de capra pentru fabricarea branzei se pasteurizeaza in instalatia de pasteurizare
de tip cadi cu pereti dubli la temperatura de 65-68 C° timp de 20-30 min. Daci intreprinderea
dispune de pasteurizatoare cu placi sau tubulare, pasteurizarea se realizacza la temperatura de
72-74 C° timp de 15-20 sec. Acest regim de pasteurizare permite distrugerea microflorei
vegetative si provoacd modificari minime in compozitia i proprietatile laptelui. De asemenea,
pentru a imbunatati calitatea si siguranta laptelui crud s-a stabilit ca tratarea termica a laptelui de
actiunea principalelor proteaze gastrointestinale (pepsind, tripsind), crescand digestibilitatea
acestora si reducand alergenicitatea [128, 141].

Racirea laptelui.

Laptele, imediat dupa pasteurizare, se raceste pana la temperatura de coagulare 32-35°C.
Apoi laptele se transmite nemijlocit la prelucrare.

Introducerea maielei.

Pentru a obtine un produs de calitate inaltd, cu consistentd, gust si aroma
corespunzatoare, este important de acordat atentia cuvenita aplicarii culturilor de bacterii lactice,
care asigurd o fermentare dirijata a laptelui. Dupa racirea laptelui péna la temperatura de
coagulare, in amestec se introduce maiaua bacteriand in cantitate de la 0,4 pana la 1,5% 1n
dependentd de sezon si aciditatea laptelui utilizat, sau conform recomandarilor firmei
producatoare. In cazul fabricarii branzeturilor prin metoda acceleratd se adauga cultura starter

mixta (Mmezo-termofild) in cantitate de pana la 10%.
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Dupa agitare, amestecul lapte-maia se lasa pentru maturare timp de 30-40 min péna la
obtinerea aciditatii 24-25°T a laptelui de capra.

Introducerea sarurilor de calciu.

Sarurile de calciu au o influentd decisivd asupra coagularii cazeinei, o cantitate
insuficienta de calciu determina obtinerea unui coagul moale, ce retine o cantitate mare de zer si
duce la pierderi considerabile de cazeina.

Daca in lapte se contine o cantitate suficienta de calciu, procesul de coagulare decurge
rapid, obtindndu-se un coagul dens, h caz contrar procesul de coagulare e mai lent, coagulul
fiind moale si in procesul de prelucrare trece multa cazeina in zer.

Deoarece in procesul pasteurizarii are loc precipitarea calciului, pentru restabilirea lui n
laptele pasteurizat Intotdeauna se adauga CaCly. Procesul dat are scopul de a restabili continutul
de calciu precipitat partial in timpul pasteurizarii si capacitatea de coagulare a laptelui.

In laptele maturat se introduce CaCl; in cantitate de 10-25 g la 100 1 si enzima
coagulanta intr-0 cantitate necesara pentru a obtine coagularea in 60-70 min. Coagulul trebuie sa
fie dens si ferm. Procesul dat are scopul inlocuirii microflorei initiale distruse prin pasteurizare,
cu microorganisme care determina transformari dorite in lapte, coagul si in branza.

Coagularea laptelui.

Coagularea laptelui este o etapa de baza a procesului tehnologic de fabricare a branzei.

Procesul de coagulare constd in trecerea cazeinei in paracazeind sub actiunea enzimelor
coagulante (faza fermentativa) si formarea structurii coagulului pe baza precipitdrii paracazeinei
sub actiunea ionilor de calciu (faza coloidala).

Dupa amestecare, in lapte se introduce preparatul de inchegare (enzima) a laptelui intr-o
cantitate necesara pentru a obtine coagularea in timp de 40-90 minute la temperatura de la 32
pana la 34°C. Laptele se amestecd minutios, apoi se lasa in repaos pana la formarea coagulului.

Finalizarea procesului de coagulare se determind dupa caracterul coagulului, care trebuie
sa fie potrivit de dens si se sparge la agitare. Zerul eliminat trebuie sa fie transparent, de culoare
verzuie-deschisa. Durata optima de inchegare este de 30-35 min.

Prelucrarea coagulului si formarea bucatilor de branza.

Procedeele tehnologice acorda o atentie speciald fazei de prelucrare a coagulului pentru
eliminarea zerului in cantitati corespunzatoare sortimentului de branza dorit, deoarece de aceasta

depinde continutul final de umiditate al branzei.

110



Coagulul obtinut se taie si se lasa in repaos timp de la 10 pana la 20 minute pentru
intarire. Se elimind pana la 50% zer fata de amestecul initial (branzeturi tari). Masa de coagul se
trece pe masa de scurs acoperita cu sedila.

Formarea branzei.

Coagulul obtinut, bine scurs, se introduce in forme cilindrice cu fundul perforat, acoperite
cu sedila, curate si dezinfectate. Dupa punerea in forme, masa de coagul se leaga cu sedila, care
dupa 5 minute se desface din nou si se desprind marginile masei de coagul de sedila pentru a
favoriza scurgerea zerului. Procesul de autopresare se efectucaza timp de 80-120 minute la
temperatura de 16-18°C. Masa coagulului obtinut dupa autopresare in forme se directioneaza la
sarare.

Sararea branzei.

Sararea se realizeaza prin mentinerea bucétilor de branza timp de 14-16 ore in saramura
cu concentratia 20-22 % de sare. Durata sararii uscate este pana la 24 ore.

Maturarea si ambalarea branzei.

Branza sarata si acoperita cu saramura se transmite in camera de maturare. Temperatura
de maturare a branzei sarate trebuie sa fie in limitele de la 14 pana la 18°C, umiditatea relativa a
aerului max. 90%. Durata de maturare constituie de la 20 pana la 30 zile. Dupa maturare bucatile
de branza urmeaza sa fie ambalate.

Ambalarea sub vid previne dezvoltarea mucegaiului, reduce eliminarea apei, obtinandu-
se un produs de calitate sigura.

Pastrarea i transportarea produsului finit.

Durata pastririi branzei este de 4 luni in depozite simple la temperatura 10-12 C° si pana
la 12 luni Tn camere frigorifice la temperatura 4-6 C°.

Transportarea produsului trebuie sa fie efectuata in conformitate cu cerintele standardului
de firma in vigoare.

In baza elaborarilor efectuate, in conditii industriale ale intreprinderii SRL “Major-Auto”,
or. Taraclia, a fost produs un lot experimental de branza din lapte de capra, folosind cultura
starter elaboratd din 5 tulpini studiate: L. lactis biovar diacetylactis CNMN-LB-73, L.lactis
CNMN-LB-74, L.lactis CNMN-LB-75, L. cremoris CNMN-LB-78, S. thermophilus CNMN-LB-
79. Certificatul de implementare a culturii starter este prezentat in Anexa 9. In rezultatul
implementarii s-a constatat ca tulpinile autohtone asigura fermentarea activa a laptelui de capra

si atingerea nivelului necesar de aciditate conform cerintelor pentru fabricarea branzeturilor.
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Materia prima utilizata in procesul de fabricare a branzei a fost laptele de caprda cu
parametrii fizico-chimici dupa cum urmeaza: aciditatea titrabila 16£1°T, aciditatea activa pH
6,40+0,5, fractia masicd de grasime 4,2+0,5%, fractia masica de proteine 3,9+0,1%, fractia
masica de substanta uscata degresata (SUD) — 9,6+0,2 %, fractia masica de lactoza — 4,3+0,1%,
iar caracteristicile organoleptice ale laptelui fiind: dupa aspectul exterior si consistenta — lichid
omogen netransparent, fara sediment si flocoane, cu gust si miros pur, specific laptelui de capra
proaspat; culoare — alba, cu nuantd galbuie, uniformd in toatd masa. Materia prima a fost
selectata in conformitate cu Reglementarea tehnica ,,Lapte si produse lactate”.

Se stie ca aplicarea bacteriilor lactice izolate din laptele de capra pentru fermentarea
laptelui de capra contribuie la sporirea valorii biologice si nutritive a produsului finit [100, 128].
In acest sens, este important de a verifica modul in care functioneaza culturile la scard industriala
de fabricare a produselor lactate fermentate [116].

Deci, in toate loturile a fost introdusa cultura starter in cantitate de 1%. Procesul de
fermentare a laptelui a durat pana la atingerea aciditatii titrabile 25°T. Dupa finalizarea
procesului de fermentare s-a introdus sarea de calciu si 0 enzima coagulantd de origine
microbiologici ,,Fromase” (Danisco). Procesul de coagulare a durat 40 min. Tn continuare
branzeturile obtinute au fost supuse sararii, maturarii si pastrarii conform tehnologiei elaborate.
Au fost studiate proprietatile senzoriale, fizico-chimice si microbiologice ale branzei obtinute.

Cultura starter a fost propusa pentru brevetare: ,,Procedeu de obtinere a branzei din lapte
de capra” [7]. Copia brevetului de inventie si distinctiile obtinute la expozitiile internationale de

inventica pentru aceasta elaborare sunt prezentate in Anexa 10.

4.4 Determinarea indicilor de calitate si a termenului de valabilitate ale branzei din
lapte de capra

Conform documentelor tehnico-normative branza ca produs finit trebuie sd corespunda
anumitor parametri organoleptici, fizico-chimici si microbiologici [18, 166]. Evaluarea calitatii
branzei fabricate in conditii industriale cu utilizarea culturii starter, elaborate Tn cadrul tezei de
doctorat, a fost initiata prin studiul caracteristicilor organoleptice: consistenta, aspectul exterior,
gustul, mirosul, culoarea si textura branzei.

Caracteristicile organoleptice ale mostrelor de branza fabricata a fost evaluata la Comisia
de degustare din cadrul Directiei ,,Tehnologii Alimentare” a IP ISPHTA, fapt confirmat prin

procesul verbal de degustare (Anexa 11).
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Fiecare degustator a evaluat calitatile senzoriale ale branzei, notandu-le in conformitate
cu scara de punctaj prezentatd in fisa de analizd senzoriald. Evaluarea fiecarei caracteristici
organoleptice in conditiile descrise a fost realizata prin comparare cu scari de punctaj de 0-5
puncte si obtinerea punctajului mediu dat de grupa de degustatori. Rezultatele examinarilor sunt
prezentate in Figura 4.4.

Branza fabricata cu aplicarea culturii starter a fost caracterizata astfel: coagulul de
consistentd densa, textura nesfaramicioasa, omogena, elastica, aspect poros cu ochiuri rotunde,
ovale de forma neregulata, de culoare alba cu nuanta galbuie, aroma specifica de branza din lapte

de capra, cu gust placut, sarat moderat.

Consistenta
5

Aspect Miros

===BriCheese

Textura Gust
Fig. 4.4. Profilul senzorial al brénzei din lapte de capra cu aplicarea culturii BriCheese
Astfel, proprietatile organoleptice ale branzei fabricate cu utilizarea culturii starter
BriCheese ce contine tulpinile L. lactis biovar diacetylactis, L.lactis, L. cremoris, S.
thermophilus au fost apreciate pozitiv si au obtinut rezultate bune.
Au fost studiate caracteristicile fizico-chimice de calitate ale mostrelor de branza
fabricata. Rezultatele sunt reprezentate in Tabelul 4.7.

Tabelul 4.7. Caracteristicile fizico-chimice ale mostrelor de branza

Indicii Cerinte * Brénza din lapte de capri
Fractia masica de grasime n .
substanta uscata, % min.40 46,3
Fractia masica de umiditate, % 30,0-55,0 53,1
Fractia masica de NaCl, % 15-40 3,5

Nota: * [18].
Un indicator important la fabricarea branzeturilor este sinereza — separarea zerului.
Mostrele de branza fabricata cu utilizarea culturii starter au manifestat separarea zerului n

cantitate de peste 70%.
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A fost apreciata evolutia numarului de microorganisme lactice si scaderea aciditatii active
in procesul de maturare si in produsul finit. Datele obtinute sunt prezentate in Figura 4.5.

Branza fabricata cu utilizarea culturii starter BriCheese a demonstrat prezenta unui numar
mai mare de celule lactice 8,6+0,02 Ig UFC in 1 g de proba. Proprietdtile deosebite ale culturii
starter din tulpini autohtone de bacterii lactice sunt confirmate prin brevetul de inventie de scurta
durata MD 1299 Y 2019.01.31 ,,Procedeu de obtinere a branzei din lapte de caprda” [7] (Anexa
10).
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Durata maturarii, zile

Fig. 4.5. Modificarea aciditatii active si numirului de bacterii lactice pe parcursul
maturarii branzei din lapte de capra

Numarul de celule viabile a bacteriilor lactice a fost mentinut pe toatd perioada de
maturare a branzei. Tn termen de 10 zile de maturare, numarul maxim de bacterii lactice a atins
8,85 unitati logaritmice, apoi a inceput sa scada, ceea ce era de asteptat. Conform cerintelor
stipulate in documentele normative pentru branzeturi, nivelul de bacterii lactice in 1 g de produs
finit trebuie sa fie minim 10°UFC/g. Tn cazul nostru putem constata, ci cultura starter elaborata
asigurd fabricarea produsul lactat cu microorganisme benefice din abundentd. Din datele
prezentate rezulta ca la finalizarea procesului de maturare a branzei, numarul celulelor lactice in
mostre a ramas la un nivel mai ridicat (8,65 unitati logaritmice) comparativ cu rezultatele
raportate de alti autori [98].

Aciditatea activa a mostrelor de branza obtinuta a scazut n prima saptamana de maturare
de la 5,9 pana 4,8, iar valoarea finald a aciditatii active in produs a avut un pH-4,1. Evolutia
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aciditatii active este legatd de acumularea lentd a acidului lactic de catre cultura starter
BriCheese pe parcursul procesului de maturare a branzei, ceea ce confirma rezultatele obtinute
de alti autori [103].

Aciditatea activa si numarului de bacterii lactice in produsul finit nu s-a schimbat mult
comparativ cu valorile initiale, de aceea putem concluziona ca valorile finale ale mostrelor de
branza corespund exigentelor Reglementarii Tehnice ,,Lapte si produsele lactate”.

Mostrele de branza au fost evaluate privind caracteristicile microbiologice. Datele sunt
expuse in Tabelul 4.8.

Tabelul 4.8. Caracteristica microbiologica a mostrelor de branza

Indicii Rezultatele cercetarilor
Bacterii coliforme, in 1,0 g nu s-au depistat
Microorganisme patogene inclusiv Salmonella, in 25 g nu s-au depistat
Staphylococcus aureus, in 1,0 g nu s-au depistat
Microorganisme lactice viabile, UFC/g, min 1x108
Microorganisme mezofile acrobe si facultativ anaerobe NU Se normeazs
(NMMAFA), UFC/g, max

Mostrele de branza obtinute corespund cerintelor indicate in ,,Reguli privind criteriile
microbiologice pentru produsele alimentare” [17].

Datorita particularitatilor procesului tehnologic de productie, branza, fiind un mediu
favorabil pentru dezvoltarea microorganismelor, are un termen de valabilitate scurt. Prin urmare,
studiile de Tmbunatétire a tehnologiei acestui produs vizeaza imbunatatirea calitatii si prelungirea
termenului de valabilitate, ceea ce poate fi atins prin metode biotehnologice, Tn acest caz prin
adaugarea unei culturi starter valoroase [139, 140].

Produsele lactate cu termenul de pastrare indelungat prezinta un avantaj pentru industria
laptelui din Republica Moldova fiindca asigurd populatia tarii cu produsele lactate calitative si
sigure, care ar putea fi directionate si spre export.

In scopul stabilirii termenului de pastrare a branzeturilor, fabricate in conditii industriale,
mostrele din loturile experimentale au fost depuse la pastrare pe un termen de 90 zile.
Prelungirea investigatiilor a fost determinatd tindnd cont de coeficientul de rezerva. Pentru
produsele cu termen de pastrare de peste 30 de zile el constituie 1,2. Conform metodelor utilizate
in domeniul alimentar [156], branzeturile au fost pastrate la doua regimuri de temperatura 4+2°C
si 9£2°C timp de 108 zile. Principiul utilizarii temperaturilor inalte {ine cont de posibilitatea
intreruperii lanfului frigorific pe parcursul transportarii produsului spre consumator si in legdtura
Cu aceasta e posibila activarea microflorei psihrotrofe. Mostrele pastrate au fost verificate

periodic conform indicilor senzoriali, fizico-chimici si microbiologici. Numarul analizelor
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periodice ale mostrelor selectate a fost calculat, tinand cont de termenul recomandat de pastrare
si specificul produsului, in rezultat numarul punctelor de control constituind 5 unitati.

Rezultatele analizei senzoriale, fizico-chimice si microbiologice pentru o mostrd de
branza din lapte de capra sunt prezentate in tabelul 4.9. Darea de seama privind termenul de
pastrare este prezentat in Anexa 12. Din datele Tabelului 4.9 se observa, ca pe parcursul
termenului de pastrare caracteristicile organoleptice ale mostrelor de branza nu s-au inrautatit in
comparatie cu nivelul initial de fabricare.

Tabelul 4.9. Dinamica indicilor de calitate pe parcursul termenului de valabilitate a

branzei

Indici Periodicitatea, zile
1 | 36 | 72 | 90 | 108
Bucati cilindrice, fara coaja, cu urme de sedila, cu suprafata
curatd. Consistentd omogena, densa, elastica,
nesfaramicioasa. Desen din ochiuri si goluri de forma
neregulatd, repartizate in toatd masa
Alba, uniforma in toata masa
Caracteristic laptelui de capra, saratd. Fara gust si miros

strdin. Gust placut, Imbogatit

Aspect exterior si consistenta

Culoarea
Gust si miros

Fractia masica de grasime in substanta | 46,3+0,2 | 46,7+0,1 | 46,9+0,1 | 47,0+0,1 | 47,2+0,2
uscata, %

Fractia masica de umiditate, % 53,1+0,1 | 53,0£0,1 | 52,9+0,1 | 52,4+0,2 | 51,8+0,1
Indice de aciditate, mg KOH/g 3,8 3,8 3,8 3,9 3.9
Microorganisme lactice viabile, UFC | 1x108 1x108 1x108 1x108 1x10°
in 1g produs

NMMAFA, in 1g produs 1,3x10° 1,7x10* 2,0x10* 2,1x10* 2,5x10*

Staphylococcus aureus, in 1g produs
Microorganisme patogene, inclusiv
Salmonella, in 25g produs

Proteus Tn 1g produs

Bacterii coliforme, in 0,01g produs

Nu s-a depistat
Nu s-a depistat

Nu s-a depistat
Nu s-a depistat

Indicii fizico-chimici ai mostrelor de branza practic nu s-au schimbat pe parcursul
perioadei de pastrare (cu variatii neinsemnate in limitele erorii admise) si corespund cerintelor
documentelor normative n vigoare [18].

In rezultatul cercetirilor microbiologice ale mostrelor pe parcursul perioadei de piastrare,
se poate afirma cd nici intr-o probd de branza nu au fost depistate microorganisme patogene,
inclusiv bacterii coliforme, Staphylococcus aureus, Salmonella, bacterii din genul Proteus.
Microorganismele aerobe mezofile si facultativ anaerobe in mostrele de branza, nu se normeaza,

si pe parcursul perioadei de cercetare s-au depistat in cantitati neinsemnate.
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Numarul de bacterii lactice in mostre, pe parcursul termenului de cercetare (5 puncte de
control, 108 zile de pastrare) a rimas in limitele cerintelor normative - nu mai mic de 107 celule
bacteriene.

Rezultatele cercetarilor au demonstrat, ca cultura starter utilizata in procesul de fabricare
a branzei din lapte de capra influenteaza semnificativ caracteristicile senzoriale, organoleptice si
indicii de calitate ai produsului finit. Radulovic, Z. (2011) dupa cercetari proprii au ajuns la
concluzia ca compozitia chimica a branzeturilor obtinute cu diferite culturi starter industriale nu
au diferente semnificative. Pe cand tulpinile autohtone de bacterii lactice aplicate in culturi
starter pentru producerea branzeturilor sunt importante pentru obtinerea unor caracteristici
senzoriale specifice, tipice pentru branzeturile traditionale [98].

Datoritd aplicdrii culturii starter din tulpini autohtone cu proprietati antimicrobiene
sporite, s-a obtinut un produs de calitate inalta cu caracteristici organoleptice imbunatatite si cu o
duratd de pastrare indelungata, fard a compromite siguranta produsului finit (peste 90 de zile)
[51].

Aceste rezultate confirma valoarea tulpinilor autohtone din punct de vedere a
proprietatilor biotehnologice si microbiologice, care au permis obtinerea branzei cu termen de
pastrare mai indelungat comparativ cu branza descrisa de ali autori, de ex. branza obtinuta prin
adaugarea lactoferinei cu efect antimicrobian care a avut termen de pastrare pana la 30 zile
[139].

Rezultatele obtinute au demonstrat avantajele valorificarii tulpinilor microbiene izolate
din lapte de capra in procesarea industriala a laptelui de capra:

1. Utilizarea laptelui de capra contribuie la diversificarea tehnologiilor de procesare a
materiei prime si sortimentului produselor lactate autohtone calitative i sigure.

2. Utilizarea culturii starter obtinute prin asocierea tulpinilor autohtone L. lactis, L.
cremoris, L. diacetylactis, S. thermophilus, adaptate la calitatea materiei prime si selectate dupa
proprietati antagoniste fatd de E. coli si S. aureus, permite ameliorarea gustului produsului,
sporirea sigurantei alimentare si prelungirea termenului de valabilitate a produsului finit.

3. Branza obtinutd se caracterizeaza prin coagul dens (cu pierdere minima de proteine la
tdiere), consistenta nesfaramicioasd, moale si continut inalt de bacterii lactice viabile care au

efect benefic asupra sistemului digestiv al omului.
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4.5 Fezabilitatea economica a fabricarii brénzei din lapte de capra cu utilizarea
culturii starter autohtone

Astazi pe teritoriul Republicii Moldova sunt Tnregistrate numai cateva mini-intreprinderi
de procesare a laptelui de capra. Ca rezultat al diversificarii gamei de produse din lapte de capra
creste si cererea in culturi starter.

Utilizarea culturilor starter Tn industria laptelui permite intensificarea procesului de
fermentatie, reduce spatiile de producere si Imbundtdteste siguranta alimentara a
produsului [171].

Rezultatele cercetari indica faptul ca culturile starter preparate din tulpini autohtone de
bacterii lactice pot fi utilizate cu succes in productia branzeturilor.

Tn prezent, culturile starter sunt obiecte de import pentru Republica Moldova, dar
cheltuielile legate de import contribuie la majorarea pretului produsului finit.

Pentru a aprecia fezabilitatea economica a fabricarii branzei din lapte de capra este
necesar de a calcula costul concentratului bacterian implementat in procesul tehnologic de
preparare a branzei.

La prima etapa s-a efectuat calculul estimativ al costurilor pentru concentrat bacterian,
care se realizeaza dupa urmatoarele articole de calcul:

1. Materii prime si materiale de baza;

. Costurile de transport;
. Materiale auxiliare;

. Combustibil si energie pentru scopuri tehnologice;

2
3
4
5. Salariile de baza si suplimentare ale lucratorilor din productie;
6. Alocatiile pentru nevoi sociale;

7. Cheltuieli de intretinere si functionare a echipamentului;

8. Cheltuielile sectiei de producere;

9. Alte cheltuieli.

Costul materiei prime si a materialelor de baza este determinat de normele de consum de
toate tipurile de materii prime pe unitate de produs finit, indicata in retetd. Calculele privind
consumul, costul materiei prime si a materialelor de baza pentru fabricarea culturii starter pentru
branza sunt prezentate in Tabelul 4.10 si 4.11.

Cheltuielile de transport includ costul de transport al materiei prime. Valoarea lor este
estimatd aproximativ la 15-20% din costul materiei prime. Cheltuielile de transport reprezinta

16,3 lei. Cheltuiclile legate de combustibil si consumul de energie in scopuri tehnologice
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(energie electricd, apd etc.) sunt calculate in functie normele relevante ale cheltuielilor de

echipament tehnologic in valoare de 15-20% din costul materiei prime si a materialelor de baza.

Cheltuieli de combustibilul si consumul de energie in scopuri tehnologice constituie 16,3 lei.
Tabelul 4.10. Calcularea consumului materiei prime si materialelor de baza pentru

obtinerea 1 kg concentrat bacterian

Materie primé si materiale Consum, kg Costul, lei
Lapte de capra 10,000 32,0
Separare 80Wt 10,0
Mediul pe baza d(_a lap‘ge de capra degresat 10,000 278.0
hidrolizat
Cultivare, centrifugare 20kWt 50,0
Total 370,0

Tabelul 4.11. Calcularea consumului materiei prime si materialelor de baza pentru

liofilizarea 1kg de concentrat bacterian

Materie prima si materiale Consum, kg Costul, lei

Lapte de capra degresat 1,000 85,0
Citrat de sodiu 0,9 1,0

Solutie tampon 0,1 15,0
Lactococcus lactis 0,0030 3,0
Lactococcus cremoris 0,0015 15
Lactococcus lactis biovar diacetylactis 0,0015 15
Streptococcus thermophilus 0,0015 15

Total 108,5

Consumul materialelor auxiliare includ costul produselor chimice, textile, lubrifianti,
containere, detergenti, echipamente, materiale de ambalare care sunt necesare pentru producerea
unei unitati de produs. Calculul este prezentat in Tabelul 4.12.

Tabelul 4.12. Consumul materialelor auxiliare

Materiale auxiliare Consum, buc Pretul, lei Costul, lei
Cutie 1 19 19,0
Flacon 500 0,8 400,0
Pluta 500 0,5 250,0
Capac aluminiu 500 0,5 250,0
Ambalaj de desfacere 50 1,0 50,0
Total 38,86 969,0

Mairimea salariului de baza si suplimentar al lucratorilor subdiviziunii de producere este
determinata prin extinderea la o rata de 8-15% din costul materiei prime si constituie pana la 8,7
lei. Contributiile sociale includ urmétoarele taxe retinute: fondul social 23%, asigurare medicala
9%, fondul de asigurare sociala 6% si constituie 3,3 lei.

Cheltuielile pentru intretinerea si functionarea echipamentului s-a determinat prin
extinderea in marime de 30-50% din fondul de salarii al lucratorilor subdiviziunii de producere si

constituie 3,5 lei.
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Cheltuielile legate de sectia de producere includ costurile de amortizare, intretinere si
reparare a instalatiilor de productie, costurile de gestionare si de intretinere a sectiei Tn ansamblu,
salariile de baza si suplimentare ale personalului, costul de protectie si securitate a muncii.
Aceste costuri sunt in proportie de 40-50% din salariul lucratorilor de productie si reprezinta 3,9
lei.

Cheltuielile de producere generale includ costurile de gestionare si organizarea producerii
la intreprindere. Aceste cheltuicli sunt la o rata de 150-200% din salariul lucratorilor de
productie. Cheltuielile de producere generale constituie 13,05 lei.

Costul unitar de productie este definit ca suma tuturor acestor articole si constituie
1496,25 lei.

Costurile ocazionate in afara productiei includ cheltuielile legate de vanzare a produselor
finite si se calculeaza cu extinderea de 0,1-0,5% din costul de productie, ce constituie 1,3 lei.

Costul total (sinecostul) include suma costurilor de productie si in afara productiei si
constituie 1497,55 lei.

Calculand costul total si stabilind nivelul de rentabilitate se poate calcula profitul si pretul
en-gros al produsului.

Nivelul mediu de rentabilitate al intreprinderilor din industria alimentara este aproximativ
de 15-25%. Astfel, castigul estimat (C) se calculeaza dupa formula 4.2:

o SR 42)

100

unde:

S —sinecostul produsului, lei;

R — nivelul de rentabilitate, %.

1497,55 - 25
c=—""

= 3744 lei
100 374,4 lei

Pretul en-gros se determina dupa formula 4.3:
P=S+C 4.3)
P = 1497,55 + 374,4 = 18719 lei

Astfel, costul aproximativ a unui flacon (2 g) de concentrat bacterian pentru fabricarea
branzei constituie 3,74 lei.
Pretul concentratului bacterian obtinut, in mediul optimizat, este mai ieftin comparativ cu

cele prezente pe piatd. De exemplu, compania DANISCO (Danemarca) - cel mai mare
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producator mondial de culturi initiale pentru toate tipurile de produse lactate fermentate si
branzeturi, propune cultura starter Danisco® CHOOZIT series MA 4001/4002 LYO destinata
fabricarii branzeturilor si compusa din tulpinile L. lactis, L. cremoris, L. diacetylactis, S.
thermophilus la un pret de 20,4 lei pentru 2 g de cultura.

Calculul efectului economic, rezultat din implementarea in circuitul economic a
propunerii de fabricare a culturilor starter autohtone, in comparatie cu culturile starter
provenite din import.

Calculul efectului economic anual obtinut datorita utilizarii propunerilor de rationalizare

se efectueaza conform formulei 4.4 [18]:

E:zk:ACixSi”:Zk:(Cib—Ci“)xSi” @4

i-1 =

unde:

E — efectul economic anual de la utilizarea propunerilor de rationalizare pe parcursul
perioadei de gestiune, obtinut din contul reducerii costului de productie a tuturor tipurilor noi de
productie (lei);

ACi — volumul reducerii costului de productie i-unitatii productiei de tip nou (lei/kg);

Si— volumul productiei i-unitatii produselor de tip nou obtinut in anul de gestiune (kg);

Ci" si Ci® — costul de productie al unei i-unitati de productie de tip nou si, respectiv,
productie-baza (lei/’kg);

k — cantitatea tipurilor de productie noua.

Efectul economic la 1000 de flacoane fabricate conform preturilor anului 2018 va
constitui:

E = (20,4 —3,74) - 1000 = 16 660 lei

Rezultate obtinute confirma fezabilitatea economica a utilizarii si implementarii culturii
starter autohtone (concentrat bacterian), care s-a dovedit a fi mai avantajoasa fatd de cultura
starter importata. Rezultatul dat este comparabil cu cel obtinut in cazul concentratului bacterian
autohton pentru fabricarea iaurtului, pretul caruia constituie 3,25 lei pentru un flacon (2g) fata
19,8 lei pentru cultura starter de import [9].

In continuare a fost evaluati fezabilitatea economica a fabricarii branzei din lapte de
caprd cu utilizarea culturii starter autohtone, tinAnd cont de pretul concentratului bacterian
obtinut. Calculul estimativ al costurilor se realizeaza pe baza articolelor de calcul utilizate pentru

concentratul bacterian.
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Calcularea consumului, costului materiei prime si a materialelor de baza pentru fabricarea
branzei din lapte de capra este prezentata in Tabelul 4.13.
Tabelul 4.13. Calcul consumului materiei prime si materialelor de baza pentru 100 kg de

branza din lapte de capra

Materie primé si materiale Consum, kg Costul, lei
Lapte de capra 700 2240,0
Cultura starter autohtona (concentrat
bacterian) 0,035 6545
Praf de cheag 0,018 98,1
Clorura de calciu 0,175 35,0
Sare de uz alimentar 0,4 2,0
Apa potabila 20,0 180,0
Total 2620,55

Cheltuielile de transport reprezinta 393,08 lei.
Calcul consumului materialelor auxiliare este prezentat in Tabelul 4.14.

Tabelul 4.14. Consumul materialelor auxiliare

Materiale auxiliare Consum, buc Pretul, lei Costul, lei
Material polimeric ambalaj 100 50 500,0
Lazi plastic 10 100,0 1000,0
Total 1500,0

Combustibilul si consumul de energie in scopuri tehnologice ajunge pana la 393,08 lei.

Mairimea salariului de bazad si suplimentar al lucrdtorilor pe unitatea de productie
constituie pana la 209,64 lei. Contributiile sociale constituie 79,7 lei.

Cheltuielile pentru intretinerea si functionarea echipamentului constituie 83,85 lei.

Cheltuielile legate de sectia de producere reprezinta 94,3 lei.

Cheltuielile de producere generale constituie 366,8 lei.

Costul unitar de productie constituie 5348,52 lei.

Cheltuielile nonproductie constituie pana la 5,34 lei.

Costul total (sinecostul) constituie 5353,86 lei.

Nivelul mediu de rentabilitate al intreprinderilor din industria alimentara se calculeaza
dupa formula 4.2, care constituie 1338,46 lei

Pretul en-gros se determina dupa formula 4.3 si este de 6692,32 de lei.

Astfel, costul a 1 kg de branza din lapte de capra cu utilizarea culturii starter autohtona
constituie 133,8 lei.

Pretul branzei obtinute din lapte de capra cu aplicarea culturii starter elaborata, este mai

ieftin comparativ cu cele prezente in retele de comercializare. De exemplu, pretul de vanzare al
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branzei din lapte de capra cu adaugarea cheagului este 180 lei pentru 1 kg (SRL Prisvio
,»Vilador” r-nul Sangerei).

Calculul efectului economic anual rezultat din implementarea in circuitul economic a
propunerii de fabricare a branzei in comparatie cu cele propuse de piata. Conform formulei 4.4

efectul economic la 100 kg de branza fabricata din lapte de capra va constitui 1620 lei.

4.6 Concluzii la capitolul 4

1.  Tulpinile selectate de bacterii lactice sunt compatibile la asociere, iar includerea lor in
asociatie simbionte permite obtinerea unei culturi starter multiple echilibrate, destinate
fabricarii branzei in saramurd din lapte de capra. Cultura starter elaboratd contine
10°UFC/ml de lapte degresat, formeazi coagul omogen si dens, cu proprietiti
organoleptice imbunatatite, specifice branzeturilor din lapte de capra [6, 7, 51].

2. Utilizarea culturii starter are efect pozitiv asupra mostrelor de branzeturi fabricate in
conditii industriale, imbunatatind proprietdtile biotehnologice si termenul de pastrare a
branzeturilor. Proprietdtile antagoniste sporite ale tulpinilor selectate fata de agenti
patogeni contribuie la ameliorarea indicilor de calitate si siguranta branzeturilor obtinute,
comparativ cu probele de lapte fermentat de cultura comerciala [7, 50].

3. Utilizarea laptelui de capra pasteurizat pentru fabricarea produselor lactate contribuie la
diversificarea tehnologiilor de procesare a materiei prime de calitate sigurda si obtinerea
produselor lactate autohtone cu proprietati curativ-dietetice si valoare nutritiva inalta [42].

4.  Rezultatele cercetarilor sunt parte componenta a tehnologiei de fabricare a branzei din
lapte de capra, reflectata in documentele normative si tehnice — Standardul Moldovenesc
,»Branza din lapte de capra si de oaie. Specificatii”, Standardul Firmei ,,Branza in saramura
din lapte de capra si de oaie. Conditii tehnice” SF 40388050-001:2017 si Instructiunea
Tehnologicd IT MD 67-40388050-001:2017 corespunzdtoare. Tehnologia a fost aprobata
in conditii industriale la mini-intreprinderea “Major-Auto” SRL (or. Taraclia).

5. Branza fabricatd conform tehnologiei elaborate cu utilizarea culturii starter autohtone isi
pastreaza indicii de calitate la nivel initial timp de 90 zile, farda a compromite siguranta
consumului produsului finit [7].

6. Implementarea tehnologiei de fabricare a branzei cu aplicarea culturii starter autohtone,
elaborata in cadrul lucrarii date, asigura un cost de 5 ori mai mic al unui flacon (2g) de
cultura starter autohtona, in comparatie cu cele provenite din import, si reduce de 1,3 ori

costul brénzei fabricate.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

Rezultatele obtinute in corelatie cu ipotezele emise, scopul si obiectivele formulate n

cadrul tezei de doctor ,,Valorificarea tulpinilor microbiene izolate din lapte de capra pentru

aplicare industrialad”, au condus la formularea urmatoarelor concluzii generale:

1.

Tulpinile de bacterii lactice, izolate din lapte crud de capra din 12 regiuni ale Republicii
Moldova prezinta caractere fenotipice ale subspeciilor Lactococcus lactis ssp. lactis,
Lactococcus lactis ssp. lactis biovar diacetylactis, Lactococcus lactis ssp. cremoris,
Streptococcus thermophilus, sunt adaptate la calitatea materiei prime si poseda caracteristici
biotehnologice valoroase si stabile:

coagularea laptelui timp de 5-8 ore;

aciditatea moderatda 68 - 93°T a laptelui fermentat, ce se pastreza pentru o perioada

indelungata de depozitare;

cantitatea importanti de unititi formatoare de colonii - 10° UFC in 1 ml de lapte

fermentat [44, 45, 47, 101, 125], [cap.3, p.3.2-3.5, p.3.7].
Tulpinile selectate manifesta activitate antagonista fata de Escherichia coli si
Staphylococcus aureus, contribuind la prevenirea dezvoltarii infectiilor intestinale si a
patogenilor atat in probele de lapte, cat si in produse lactate din lapte de capra [6, 51],
[cap.3, p.3.4, p.3.7].
Mediul protector, elaborat in baza metodei matematice de planificare a experientelor,
contine un raport optimal de laptele degresat de caprd (80%), citrat de sodiu (2,5%),
zaharoza (10%), gelatind (5%), glutamat de sodiu (2,5%) si asigurd viabilitatea bacteriilor
lactice din lapte de caprd la nivel de 90% dupa liofilizare si mentinerea proprietatilor
biotehnologice a culturilor pe parcursul pastrarii indelungate [49], [cap.3, p.3.7].
Cultura starter autohtona BriCheese, obtinuta prin asocierea tulpinilor selectate CNMN-LB-
73, CNMN-LB-74, CNMN-LB-75, CNMN-LB-78 si CNMN-LB-79 poseda un potential
biotehnologic Tnalt la un pret de 5 ori mai mic in comparatie cu cele provenite din import
[cap.4, p.4.3].
Tehnologia de fabricare a branzei din lapte de capra, reflectatd in documentele normative si
tehnice — Standardul Moldovenesc ,,Branza din lapte de capra si de oaie. Specificatii”,
Standardul de Firma ,,Branza in saramura din lapte de capra si de oaie. Conditii tehnice” SF
40388050-001:2017 si Instructiunea Tehnologica IT MD 67-40388050-001:2017 si

implementatd in conditii industriale la intreprinderea SRL “Major-Auto”, asigura obtinerea
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branzei traditionale din lapte de caprd - produs ce se caracterizeaza prin coagul dens,
consistentd nesfardmicioasa moale, gust si miros ameliorat, termen de valabilitate
indelungat si continut inalt de bacterii lactice viabile - 10® UFC/g pe durata pastrarii [7,
50], [cap.4, p.4.1, p.4.3-4.4].

Aportul personal. In materialele care reflecti continutul brevetului de inventie MD
1299 Y din 2019.01.31 ,,Procedeu de obtinere a branzei din lapte de capra” (Anexa 10) autorului
ii revine cota parte in corespundere cu lista autorilor. Toate celelalte rezultate obtinute Tn cadrul
tezei de doctor, analiza, generalizarile si concluziile apartin autorului.

Rezultatele stiintifice principale care au contribuit la solutionarea problemei stiintifice
importante, pusa in fata acestei lucrari: (Selectarea unor tulpini noi de bacterii lactice mezofile si
termofile de importanta tehnologica in scopul utilizarii lor in componenta culturii starter
autohtone pentru fabricarea produselor lactate fermentate din lapte de capra) sunt urmatoarele:

1. Bacteriile lactice (in numar de 7) izolate in culturda purd din 150 probe de lapte
crud de capra prelevat din 12 regiuni ale Republicii Moldova, conform descrierii sunt
caracteristice speciilor Lactococcus lactis ssp. lactis, Lactococcus lactis ssp. lactis biovar
diacetylactis, Lactococcus lactis ssp. cremoris, Streptococcus thermophilus.

2. Tulpinile selectate si descrise sunt adaptate la calitatea materiei prime si poseda
caracteristici biotehnologice valoroase si stabile. Se caracterizeaza prin activitate fermentativa
sporitd, contin 10°UFC n 1 ml de lapte fermentat si produc acid lactic in cantititi suficiente
pentru prevenirea dezvoltarii microoragnismelor patogene.

3. Cultura starter autohtona BriCheese, elaborata pe baza tulpinilor CNMN-LB-73,
CNMN-LB-74, CNMN-LB-75, CNMN-LB-78 si CNMN-LB-79, poseda un potential
biotehnologic Tnalt la un pret de 5 ori mai mic in comparatie cu cele provenite din import.

Tn aspect teoretic, rezultatele lucrarii au contribuit la acumularea datelor noi referitoare
la biodiversitatea tulpinilor autohtone izolate din lapte crud de capra din diferite zone ale R.
Moldova; a fost argumentata stiintific perspectiva utilizarii culturii starter autohtona de bacterii
lactice pentru prepararea brénzei din lapte de capra. Au fost propuse un mediu nutritiv si un
mediu nou de protectie pentru liofilizarea culturilor de bacterii lactice din lapte de capra.
Proprietatile tehnologice performante ale tulpinilor noi sunt confirmate prin brevetul de inventie
MD 1299 Y din 2019.01.31 ,,Procedeu de obtinere a branzei din lapte de capra” (Anexa 10).

Tn aspect aplicativ, a fost elaborata cultura starter autohtona pentru fabricarea produselor
lactate fermentate din lapte de caprd pe baza asociatiei mixte de tulpini noi de bacterii lactice
izolate din lapte crud de capra, depozitate in Colectia Nationala de Microorganisme Nepatogene,
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precum si elaborarea documentului tehnico-normativ Standardul Moldovenesc ,,Branza din lapte
de capra si de oaie. Specificatii”.

Rezultatele stiintifice obtinute in lucrare au fost aprobate la urmatoarele foruri
stiintifice nationale si internationale: The III-d International Conference of Modern Technologies
in the Food Industry (Chisinau, R. Moldova, 2016); The 3rd International Conference On
Microbial Biotechnology (Chisindu, R. Moldova, 2016); Conferinta stiintificd internationala a
doctoranzilor ,,Tendinte contemporane ale dezvoltarii stiingei: viziuni ale tinerilor cercetatori”,
editiile a V-a si a VI-a (Chisinau, R. Moldova, 2016, 2017); Conferinta nationala cu participare
internationala ,,Stiinta in Nordul Republicii Moldova: Realizari, probleme, perspective”, (Balti,
R. Moldova, 2017); 83 International scientific conference of young scientist and students “Youth
scientific achievements to the 21st century nutrition problem solution”, NUFT (Kiev, Ukraine,
2017); UGAL INVENT Salonul Inovarii si cercetarii (Galati, Roméania, 2017), The 10th Edition
of EUROINVENT European Exhibition of Creativity and Innovation (Iasi, Romania, 2018), The
20nd Edition of International Exhibition of Inventics “INVENTICA” (Iasi, Romania, 2018).

Rezultatele stiintifice obtinute in lucrare sunt publicate in 5 articole: 1- revista
internationala cotata ISI si SCOPUS, 2- reviste recunoscute in straindtate, 2 - revistd din
Registrul National al revistelor de profil, categoria B, C; din care 4- in monoautorat; 3 articole in
culegeri, 8 rezumate ale comunicarilor stiintifice; 1 brevet de inventie de scurtd durata.

Rezultatele stiintifice obtinute in tezd au fost implementate in cadrul intreprinderilor
de procesare a laptelui SRL ,,Prietenia-Agro”, or. Soroca, R. Moldova la fabricarea loturilor
experimentale de lapte de caprd de consum; SRL ,,Major-Auto” (Anexa 6), or. Taraclia, R.
Moldova la fabricarea loturilor experimentale de branzeturi (Anexele 3, 8 si 9) si utilizate in
elaborarea Standardului Moldovenesc ,,Branza din lapte de capra si de oaie. Specificatii” (Anexa
7).

RECOMANDARI PRACTICE

1. Tulpinile de bacterii lactice de L. lactis ssp. lactis biovar diacetylactis CNMN-LB — 73, L.
lactis ssp. lactis CNMN-LB — 74, L.lactis ssp. lactis CNMN-LB — 75, L. lactis ssp. lactis
CNMN-LB — 76, L.lactis ssp.cremoris CNMN-LB — 77, L. lactis ssp.cremoris CNMN-LB
— 78, S. thermophilus CNMN-LB — 79 cu proprietiti biotehnologice valoroase Se
recomanda pentru procesarea laptelui de capra la producerea industriala a culturilor starter

destinate fabricarii branzeturilor;
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Mediul nutritiv din lapte de caprda si mediul optimizat pentru liofilizarea culturilor se
recomandd pentru mentinerea parametrilor productivi ai culturilor de bacterii lactice
izolate din lapte de capra, depozitarea si pdstrarea acestora in conditii de producere
industriala;

......

utilizare la scard industriala - in procesul de fabricare a branzeturilor din lapte de capra.
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ANEXE
Anexa 1

Brevet de inventie de scurta durata MD 889 ,,Procedeu de obtinere a branzei si a bauturii
din zer acid (variante)”

REPUBLICA MOLDOVA

Agentia de Stat pentru
Proprietatea Intelectuala

BREVET

DE INVENTIE
DE SCURTA DURATA

Nr. 889

Eliberat in temeiul Legii nr. 50/2008 privind protectia inventiilor

Titlul: ~ Procedeu de obtinere a branzei si a bauturii din zer %
acid (variante)

Titular; INSTITUTIA PUBLICA INSTITUTUL STIINTIFICO-
PRACTIC DE HORTICULTURA SI TEHNOLOGII
ALIMENTARE, MD

Data depozit: 2014.06.03
Durata brevetului : 6 ani

Descrierea inventiei, revendicarile si desenele constituie parte
integranta a prezentului brevet de inventie de scurtd durata

Director General

=

CHISINAU

@
)

NN
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&y U\‘ /s PRESEDINTELE
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Anexa 2

Proces verbal de_fabricare a loturilor experimentale de bacterii lactice (7 tulpini) din specia
Lac_tococcus lactis ssp. lactis, Lactococcus lactis ssp. lactis biovar diacetylactis, Lactococcus
lactis ssp.cremoris si Streptococcus thermophilus

ACADEMIA DE $TIINTE A MOLDOVEI
MINISTERUL AGRICULTURII §I INDUSTRIEI ALIMENTARE
IP INSTITUTUL $TIINTIFICO - PRACTIC DE HORTICULTURA §I
TEHNOLOGII ALIMENTARE

APROB

Directorul General al ISP de
Horticultura §i Tehnologii Alimentare

‘ % C. DADU
\ " 2017

o

o

PROCES VERBAL DE PRODUCERE
Nr. 3 din 2 iunie 2017 Chigindu, IP ISPHTA

Noi, subsemnatii: gef de laborator Ghenadie COEV, cercetitor stiinfific Anatoli
CARTASEV, Liudmila NECRILOVA, am intocmit acest proces verbal, confirmind, ci in
Laboratorul de biotehnologii alimentare in perioada de 22 mai-29 mai 2017 au fost fabricate
loturi experimentale de bacterii lactice din specii Lactococcus lactiy ssp.lactis  biovar
diacetylactis, Lactococcus lactis ssp.lactis, Lactococcus lactis ssp. cremoris §i Streprococcus
thermophilus
(7 tulpini ) izolate din lapte crud de caprd din diferite regiuni ale RM.

Au fost investigate indicii organoleptici, fizico-chimici §i microbiologici.

Mostrele fabricate au fost puse la plstrare (-18°C) in Laboratorul de biotehnologii
alimentare.

Caracteristicile mostrelor de tulpini liofilizate sunt prezentate in tabelul 1.

Tabelul 1. Caracteristicile mostrelor de tulpini liofilizate

Caracteristici Tulpini de bacterdii lactice
CNMN- | CNMN- | CNMN- | CNMN- | CNMN- | CNMN- | CNMN-
LB-73 LB-74 LB-75 LB-76 LB-77 LB-78 LB-79
Aspect exterior Forma de pastild, intreagl de culoare galbuie
Fractia masici 3,0£0,1
de umiditate, %
Titrul de 107
bacteria lactice,
UFC/ml
\ Coev G.
Bogdan N.
Cartagev A.

l/ 7 Necrilova L.
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Anexa 3

Certificat de testare industriala a tulpinilor in cadrul SRL ,,Major-Auto” (or. Taraclia,
Republica Moldova) din 23.03.2017

MAJOR-AUTO SRL

»MAJOR-AUTO” SRL, Or. Taraclia FTMDMD2X c/f 10076030019659100365

“APROB"
Directorul
SRL “MAJOR-AUTO”

E TANOV
,”% EWW

CERTIFICAT DE TESTARE INDUSTRIALA

Confirmam prin prezenta, ca in perioada 13-17 martie 2017 am efectuat incercari
de testare a culturii de bacterii lactice autohtone din specia Lactococcus lactis ssp.lactis
biovar diacetylactis LD-77, din specia Lactococcus lactis ssp.lactis LL-42, LL-14, LL-77,
din specia Lactococcus lactis ssp. cremoris LC-27, LC-46 si din specia Streptococcus
thermophilus ST-56, izolate din laptele de capra crud, in procesul de fabricare a
produsului de brinza din lapte de capra, in conformitate cu instructiunii tehnologice (67-
40388050-001:2017) si a conditiilor tehnice (Standard de firma 40388050-001:2017)
pentru produsul de brinza din lapte de capra avizat de Agentia Nationald pentru
Siguranta Alimentalor si Ministerul S&natatii al Republicii Moldova, Centrul National de
Sanatate Publica.

Confirmam, ca culturile lactice au fost introduse in cantitate necesara conform
retetei de producere pentru produsul de brinza.

Confirmam ca caracteristicile organoleptice, fizico-chimice si de inofensivitate ale
loturilor de produs au corespund conditiilor stipulate in IT 67- 40388050-001:2017 si SF
40388050-001:2017. Caracteristicile microbiologice: bacterii coliforme, Staphilococcus
aureus, microorganisme patogene inclusiv Slamonella ssp, bacterii din genul Proteus —
n-au fost depistate nici intr-un lot de produs de brinza cercetate. Numarul de bacterii
lactice au manifestat nivelul 108 — 10° UFC/g de produs.

Loturile fabricate au corespuns conditiilor stipulate in Reguli privind criteriile
microbiologice pentru produse alimentare, aprobate prin Hotérirea Guvernului Republicii
Moldova nr. 221 din 16.03.2009.

Concluzii:
1. Culturile de bacterii lactice autohtone din specia Lactococcus lactis ssp.lactis biovar
diacetylactis LD-77, din specia Lactococcus lactis ssp.lactis LL-42, LL-14, LL-77, din
specia Lactococcus lactis ssp. cremoris LC-27, LC-46, izolate din laptele de capra crud,
prezinta interes practic si economic si pot fi utilizate Tn producere la intreprindere.

MAJOR-AUTO S.A.
,MAJOR-AUTO" SRL, Or. Taraclia FTMDMD2X c/f 10076030019659100365
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MAJOR-AUTO SRL

»MAJOR-AUTO” SRL, Or. Taraclia FTMDMD2X c/f 10076030019659100365

2. In present utilizarea culturilor de bacterii lactice autohtone din specia Lactococcus
lactis ssp.lactis biovar diacetylactis LD-77, din specia Lactococcus lactis ssp.lactis LL-
42, LL-14, LL-77, din specia Lactococcus lactis ssp. cremoris LC-27, LC-46, obtinute
din laptele de capra crud, nu poate fi implimentatd din cauza lipsei producerii culturilor
starter pentru produsele lactate fermentate din lapte de capra.

Recomandare:
Se recomanda de a organiza producere a culturilor starter pentru fabricarea produselor
lactate din lapte de capra si asigurarea intreprinderilor din industria laptelui cu bacteriile
lactice autohtone valoroase din punct de vedere biotehnologic si tehnologic.

MAJOR-AUTO S.A.
.MAJOR-AUTO" SRL, Or. Taraclia FTMDMD2X c/f 10076030019659100365
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Anexa 4

Adeverinte de depozitare a tulpinilor autohtone noi de bacterii lactice

(mipEp iyl U gt g U g b g bl b b b g g g g g g g g g V)
C INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE g

5 SI BIOTEHNOLOGIE AL A.S.M. =
COLECTIA NATIONALA DE MICROORGANISME NEPATOGENE 5

str. Academiei, 1, MD-2028, Chisiniiu, Republica Moldova, Tel. (373 22) 73 96 09, e-mail: imbcnmn@yahoo.com -j‘

ADEVERINTA DE DEPOZITARE

Bogdan N., Cartasev A., Coev G

LUy

2 (numele, prenumele) :
= Institutul Stiintifico-Practic de Horticulturad si Tehnologii Alimentare 5
j (denumirea organizatiei) =
str. Vierul 59, MD-2070, or. Codru, mun. Chisindu, Republica Moldova i
= (adresa deponentului) 5
:{ Lactococcus lactis ssp. lactis biovar diacetilactis LD-77(17)
=] destinata utilizarii in compozitia culturilor starter pentru =
e fabricarea produselor fermentate din lapte de capra
5 (Genul, specia si destinatia tulpinii) i
;é Numarul de inregistrare, invocat tulpinii ::
EIJ depozitate de catre Colectie: =
2 Lactococcus lactis ssp.lactis biovar diacetilactis CNMN-LB-73 =
=
5 Data depozitarii: 06.06.2017
= Adresa si denumirea colectiei: =
; str. Academiei 1, MD-2028, Institutul de Microbiologie si Biotehnologie, =
5 Colectia Nationald de Microorganisme Nepatogene (CNMN), =
% Chisinau, Republica Moldova
= Tel.: (+373 22) 73 96 09 =
= oy .
= E-mail: imbenmn@yahoo.com
2 Web: www.imb.asm.md 5
r Directorul Institutului de Microbiologie si Biotehnologie, %& / f‘
Z academician, profesor umver51tar ‘G V. Rudic j‘
3 Sef al CNMN docter in blolqgle Cﬁj}lg{? O. Chiselita o
5 L. S
“Eu G e S U g gV g S g R gy b A g g g g
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C INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE

e SI BIOTEHNOLOGIE AL A.S.M.
= COLECTIA NATIONALA DE MICROORGANISME NEPATOGENE

str. Academiei, 1, MD-2028, Chisiniiu, Republica Moldova, Tel. (373 22) 73 96 09, e-mail: imbenmn@yahoo.com

J
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Uy

L

L

U UL

ADEVERINTA DE DEPOZITARE

L
ML UL

Ul

Bogdan N., Cartasev A., Coev G. =

(numele, prenumele)

Institutul Stiintifico-Practic de Horticultura si Tehnologii Alimentare
(denumirea organizatiei)

str. Vierul 59, MD-2070, or. Codru, mun. Chisinau, Republica Moldova

(adresa deponentului)

!;I'v

Ui

MLUAUAUAUNUT
LRI

M

L
1]

P S Uy ki gy W W gl g g

UL

Lactococcus lactis ssp. lactis LL-42(17)

destinata utilizarii in compozitia culturilor starter pentru
fabricarea produselor fermentate din lapte de capra

(Genul, specia si destinatia tulpinii)

UL UL

‘Numdrul de inregistrare, invocat tulpinii
depozitate de catre Colectie:
Lactococcus lactis ssp. lactis CNMN-LB-74

Data depozitarii: 06.06.2017

FLALALL

j

=

u

I
FULRTLALALALILALTY

Adresa si denumirea colectiei:

Sy

str. Academiei 1, MD-2028, Institutul de Microbiologie si Biotehnologie,
Colectia Nationala de Microorganisme Nepatogene (CNMN),

Chisinau, Republica Moldova

Tel.: (+373 22) 73 96 09

E-mail: imbecnmn@yahoo.com

Web: www.imb.asm.md
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UL
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L

I

U
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e

o sl

i
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U

Directorul Institutului de Microbiologie si Biotehnologie, % 25
= academician, profesor unlversnar

Sef al CNMN doc o n bi’o agxe Cfu_&ﬁgf:/ Q O. Chiselita

V. Rudic
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CNMN INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE =

=l

SI BIOTEHNOLOGIE AL A.S.M. =

COLECTIA NATIONALA DE MICROORGANISME NEPATOGENE =

str. Academiei, 1, MD-2028, Chisiniiu, Republica Moldova, Tel. (373 22) 73 96 09, e-mail: imbcnmn@yahoo.com E

2 ADEVERINTA DE DEPOZITARE g

Bogdan N., Cartagev A., Coev G. 5

(numele, prenumele) :z

Institutul Stiintifico-Practic de Horticultura si Tehnologii Alimentare 5

(denumirea organizatiei) =

str. Vierul 59, MD-2070, or. Codru, mun. Chisinau, Republica Moldova ;

(adresa deponentului) 5

Lactococcus lactis ssp. lactis LL-14(17) 5

destinata utilizarii in compozitia culturilor starter péntru :

fabricarea produselor fermentate din lapte de capra 5

(Genul, specia si destinatia tulpinii) :

= ‘

= =

2 Numarul de inregistrare, invocat tulpinii 5

5 depozitate de catre Colectie: 2

2 ; ; =

= Lactococcus lactis ssp.lactis CNMN-LB-75 =

e 5

5 Data depozitarii: 06.06.2017 =

g Adresa si denumirea colectiei: =

;E str. Academiei 1, MD-2028, Institutul de Microbiologie si Biotehnologie, f

Ej Colectia Nationald de Microorganisme Nepatogene (CNMN), 5

5 Chisindu, Republica Moldova £

2 Tel.: (+373 22) 73 96 09 5

= E-mail: imbenmn@yahoo.com &

= Web: www.imb.asm.md 5

% Directorul Institutului de Microbiologie si Biotehnologie, /%,/ —,:

% academician, profesor universitar / V. Rudic 5
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, ‘,'. L S . s

”EJfU ‘ AURARAR AU AU U U U U U U UL T,U;",iTE

151



continuare Anexa 4

0
g 5
2 INSTITUTUL DE MICROBIOLOGIE S
5§ £ SI BIOTEHNOLOGIE AL A.S.M. =
= COLECTIA NATIONALA DE MICROORGANISME NEPATOGENE g
3 str. Academiei, 1, MD-2028, Chisiniiu, Republica Moldova, Tel. (373 22) 73 96 09, e-mail: imbcnmn@yahoo.com ,f
2 ADEVERINTA DE DEPOZITARE
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e 5
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= Lactococcus lactis ssp. lactis LL-77(17) 5
g destinata utilizarii in compozitia culturilor starter pentru 2
2 fabricarea produselor fermentate din lapte de capra 5
% (Genul, specia si destinatia tulpinii) :5
2 5
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= Lactococcus lactis ssp.lactis CNMN-LB-76 5
g S
5 Data depozitirii: 06.06.2017 =
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Lactococcus lactis ssp. cremoris LC-27(17)

destinata utilizarii in compozitia culturilor starter pentru
fabricarea produselor fermentate din lapte de capra
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(Genul, specia si destinatia tulpinii)
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Numirul de inregistrare, invocat tulpinii
depozitate de catre Colectie:
Lactococcus lactis ssp.cremoris CNMN-LB-77

Data depozitarii: 06.06.2017

LLL

U

L

LU U U UL

Ul
il

FURLALLIUUURL

Adresa si denumirea colectiei:
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= 2
;E Numarul de inregistrare, invocat tulpinii ,E_j
é depozitate de catre Colectie: 2
?‘ Lactococcus lactis ssp.cremoris CNMN-LB-78 5
%*J Data depozitarii: 06.06.2017 ]
% Adresa si denumirea colectiei:
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ADEVERINTA DE DEPOZITARE

Bogdan N., Cartasev A., Coev G.
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Institutul Stiintifico-Practic de Horticultura si Tehnologii Alimentare
(denumirea organizatiei) -
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(adresa deponentului)
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Streptococcus thermophilus ST-56(17)
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destinata utilizarii in compozitia culturilor starter pentru
fabricarea produselor fermentate din lapte de capra
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(Genul, specia si destinatia tulpinii)

Numarul de inregistrare, invocat tulpinii

depozitate de catre Colectie: =

Streptococcus thermophilus CNMN-LB-79 5
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Anexa 5

Procesul verbal de producere a culturii starter eliberat de DTA a IP ISPHTA la 06.06.2017

ACADEMIA DE STIINTE A MOLDOVEI
MINISTERUL AGRICULTURII $1 INDUSTRIEI ALIMENTARE
IP INSTITUTUL STIINTIFICO - PRACTIC DE HORTICULTURA $I
TEHNOLOGII ALIMENTARE

APROB

Directorul General al ISP de
Horticultura si Tehnologii Alimentare

.DADU
£ 4 - 2017
I/
PROCES VERBAL DE PRODUCERE
Nr. 4 din 12 funie 2017 S Chisindu, IP ISPHTA

Noi, subsemnatii: sef de laborator Ghenadie COEV, cercetitor stiintific Anatoli
CARTASEV, Liudmila NECRILOVA, am intocmit acest proces verbal, confirmind, cid in
Laboratorul de biotehnologii alimentare in perioada de 5-8 iunie 2017 in baza tulpinilor
autohtone din Colectia Ramurald au fost fabricate un lot de cultura starter pentru brinza:

1. BriCheese L.lactis CNMN-LB-74, CNMN-LB-75, L. cremoris CNMN-LB-78, L.

lactis biovar diacetylactis CNMN-LB-73, S. thermophilus CNMN-Lé-79

Caracteristicile culturii starter sunt in conformitate cu SM 307: 2012 Culturi bacteriene
concentrate liofiliyate pentru produse lactate fermentate. Conditii tehnice.

Mostrele fabricate au fost puse la pistrare (-18°C) in Laboratorul de biotehnologii

alimentare,

/ Coev G.

Bogdan N.
) Cartasev A.

ox . M /- Necrilova L.
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Anexa 6

Act de implementare a tehnologiei pentru fabricare laptelui de vaca si laptelui de capra de
consum pasteurizat eliberat de SRL ,,Prietenia-Agro” (or.Soroca, Republica Moldova) la

15.03. 2017

SRL ““Prietenia-Agro™r-1 Soroca, sat. Slobozia-Cremene, com. Varancau, ¢/f 1003607001817,
c/d 222400006100236, c/b VICBMD2x808

“APROB”
Directorul

SRL “Prietenia-Agro”
Alexei Floarea

ACT DE IMPLEMENATRE Nr. 1
din “15” martie 2015
(contractul Nr. 08/15-02/2014 din .10” decembrie 2014)

Denumirea propunerii pentru implementare:
ELABORAREA TEHNOLOGIEI PENTRU FABRICAREA LAPTELUI DE VACA §I
LAPTELUI DE CAPRA DE CONSUM PASTEURIZAT CONFORM STANDARDULUI DE
FIRMA SF.38930262-001:2015 SI INSTRUCTIUNII TEHNOLOGICA IT MD 67-38930262-
001:2015

Autorii: Coev Gh., Necrilova L., Bogdan N.

Institutia unde s-a implementat si perioada de implementare:
SRL “Prietenia-Agro”, perioada 10.12.2014 — 26.12.2014

Investigatiile implementate:
» organizarea fluxului tehnologic: fazele tehnologice la linia de producere de tip ,,Fermierul
NOVA 600”a firmei SRL “Prietenia-Agro” ;
» fincercarea fluxului tehnologic cu monitorizarea §i verificarea punctelor critice a procesului
de fabricare;
» producerea loturilor experimentale de lapte de vacid si de lapte de caprd de consum
pasteurizat cu diferite tipuri de fractii masica de grasime in asortiment:
- Lapte de vaci cu fractia masica de grasime de 1,5 %; 2,5 %; 3,2 %; 3,5 %;
- Lapte de capra cu fractia masica de grasime de 2,8 %; 3,2 %; 4,0 %;
» investigatii organoleptice, fizico-chimice §i microbiologice ale produselor obtinute;
» determinarea termenului de valabilitate ale produselor obtinute;
in total au fost fabricate 2 loturi de produse in volum de 150 litri: 100 de litri de lapte de vaca si
50 de litre de lapte de capra, ambalate in pungi polimerice cu volumul de 1,0 1

Obiectul lucrdarilor de implementare:
Fabricare laptelui de vacé si a laptelui de caprd de consum cu diferite tipuri de fractii

masica de grisime, prin procedeu de pasteurizarea directd in pungi polimerice.
Materia prima: lapte crud de vaci si lapte crud de capri.
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Anexa 7

Standard de firma SF 40388050-001:2017 pentru fabricarea branzei din lapte de capra si
de oaie

IP INSTITUTUL STIINTIFICO - PRACTIC DE HORTICULTURA $I
TEHNOLOGII ALIMENTARE

APROB
Difectorul General al ISP de

Horticultura i Tehnologii Alimentare
' % C. DADU
o » 2017

STANDARD DE FIRMA SF 40388050-001:2017

BRINZA IN SARAMURA DIN LAPTE DE CAPRA SI DE OAIE
Conditii tehnice

APROB
Directorul

SRL ,MAJOR-AUTO"

E. Tanov

& 2017
/ ELABORAT:

SRL ,MAJOR-AUTO"

ISPHTA
Laboratorul de biotehnologii
alimentare

Wﬂ biologie
VAAOA/ Gh.Coev

I or stiintific
A.Cartagev

rator stiintific
< #7777 NBogdan

Chisiniiu 2017
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Instructiune Tehnologici IT MD 67-40388050-001:2017 pentru fabricarea branzei din
lapte de capra si de oaie

IP INSTITUTUL STIINTIFICO - PRACTIC DE HORTICULTURA §I

TEHNOLOGII ALIMENTARE
APROB
Directorul General al ISP de
Horticultura §i Tehnologii Alimentare
%C. DADU
L 2 2017

\ 7,.
INSTRUCTIUNE TEHNOLOGICA
IT MD 67-40388050-001:2017
pentru fabricarea brinzei din lapte de capri si de oaie
conform SF 40388050-001:2017
(Elaborata prima datd)
ELABORAT:
SRL /Major-Auto”
E. TANOV
" = 2017
/ ISPHTA
Labordtorul de biotehnologii
alimentare
tor in biologie
Gh.Coev
or stiintific
A.Cartagev
Co tor stiintific
N.Bogdan
Chisindu 2017
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Anexa 8

Act de implimentare a tehnologiei pentru fabricarea branzei din lapte de capra si lapte de
oaie eliberat de SRL,,Major-Auto”(or.Taraclia, Republica Moldova) la 31.05.2017

»MAJOR-AUTO” SRL, ~ “APROB”
Or. Taraclia 7 resp=Directorul
Fincom bank SA _/;\SRB&MKIO N AUTO”

FTMDMD2X
¢/f 10076030019659100365

ACT DE IMPLEMENATRE Nr. 1
din “31” mai 2017
(contractul Nr. 08/15-01/2017 din .1” martie 2017)

Denumirea propunerii pentru implementare: 3
ELABORAREA TEHNOLOGIEI PENTRU FABRICAREA BRINZEI DIN LAPTE DE CAPRA SI DE

OAIE_CONFORM STANDARDULUI DE FIRMA SF SF 40388050-001:2017SI INSTRUCTIUNII
TEHNOLOGICA IT MD 67- SF 40388050-001:2017

Autorii: Coev Gh., Cartasev A., Bogdan N.

Institufia unde s-a implementat §i perioada de implementare:
SRL “MAJOR-AUTO”, perioada 01.03.2017 — 31.05.2017

Investigatiile implementate:

- organizarea fluxului tehnologic: fazele tehnologice (filtratea, pasteurizarea,
fermentarea, prelucrarea coagulului, presarea, sdrarea, maturarea, ambalarea) si
utilajul tehnologic privind fabricarea brinzei din lapte de capra si de oaie;

- incercarea fluxului tehnologic cu monitorizarea §i verificarea punctelor critice a
procesului de fabricare;

- producerea loturilor experimentale de brinza din lapte de capra si de oaie in
asortiment:

e brinza in saramura din lapte de capra integral;

e brinza in saramurd din lapte de oaie integral;

e brinza in saramurd din amestec (50% la 50%) de lapte de capri si de oaie integral;

- investigatii organoleptice, fizico-chimice si microbiologice ale produselor obtinute.

In total au fost fabricate 3 loturi de produse : brinza sarati din lapte de capri circa 5
kg, brinza saratd din lapte de oaie circa 10 kg, brinza sarata din amestec circd 6 kg, ambalate
sub vid in ambalaje din polietilena multistrat, cu masa neto 700 g.

Obiectul lucrdrilor de implementare:

Fabricarea brinzei din lapte de caprd si de oaie (in asortiment cas si brinza saratd),
obtinute prin coagulare cu preparate de coagulare si bacterii lactice, destinate nemijlocit pentru
consumul alimentar.

Materia prima: lapte crud de capra si lapte crud de oaie.
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Anexa 9

Act de implementare a culturii starter in cadrul SRL ,,Major-Auto” (or. Taraclia,
Republica Moldova) din 30.06.2017

CERTIFICAT DE TESTARE la scara semiindustriala
a culturii starter pentru brinza in saramura din lapte de capra
Noi, subsemnatii:

Presedinte al comisiei:

TANOV E. - Directorul SRL “MAJOR-AUTO”

Membrii comisiei:

Coev Ghenadie - Sef de laborator de biotehnologii alimentare, ISPHTA
Bogdan Nina — Microbiolog, doctorand IMB ASM

Cartagev Anatoli — cercetator stiintific, Laboratorul de biotehnologii alimentare, ISPHTA
Necrilova Liudmila - cercetator stiintific, tehnolog Laboratorul de biotehnologii alimentare, ISPHTA

Confirmam prin prezenta, c in perioada 19-23 iunie 2017 am efectuat incercari de testare a
culturii starter pentru brinza in saramura din lapte de capra, elaboratd in cadrul tezei de doctor in
Laboratorul de Biotehnologii alimentare al ISPHTA.

Cultura starter a fost formatd din tulpini autohtone din specia Lactococcus lactis ssp.lactis
biovar diacetylactis LB-73, din specia Lactococcus lactis ssp.lactis LB-74, LB-75, LB-76, din specia
Lactococcus lactis ssp. cremoris LB-77, LB-78 si din specia Streptococcus thermophilus LB-79.
Incercarile au fost realizate in scara de producere a brinzeturilor la SRL “MAJOR-AUTO?, or. Taraclia
in conformitate cu instructiunile tehnologice si conditiilor tehnice pentru fabricarea brinzeturilor.

Confirmam cd cultura starter incercatd in producere a loturilor experimentale de brinza in
saramurd corespund cerintelor stipulate in SM 507:2012 Culturi bacteriene concentrate liofilizate pentru
produse lactate fermentate. Conditii tehnice. Cultura a asigurat fermentarea laptelui in timp de 6—6.,5
ore, numarul de bacterii lactice viabile a fost de 10° UFC in 1 cm’ de produs finit.

Confirmam c¢i - caracteristicile organoleptice, fizico-chimice §i microbilogice ale brinzei
corespund cerintelor indicate in Reglementarea Tehnica “Lapte si produsele lactate™.

Concluzii:

k Cultura starter pentru brinza in saramurd prezintd interes practic si economic si pot fi
implementata in producere produselor lactate fermenate cu investifii minimale la intreprindere.

2 Pentru moment implementarea culturilor starter autohtone este imposibil din cauza
absentei producerii concentratelor bacteriene in volum necesar pentru intreprinderile de prelucrare a
laptelui de capra.

Recomandare:

Se recomanda organizarea producerii de culturi starter formate din tulpini autohtone de
bacteria lactice, %
Presedinte al comisiei: g TANOV E. f//f @Zﬂﬁ

5 ol ; Coev Ghenadie
Membrii comisiei: 2
%/// Bogdan Nina
CW Cartasev Anatoli
Necrilova Liudmila
A N, ™

”°
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Anexa 10

Brevet de inventie MD 1299 Y ,,Procedeu de obtinere a branzei din lapte de capra”. Nr.

depozit s 2018 0017. Data depozit 15.03.18. Publicat 31.01.2019

RIP[TBLIEZ_-E MOLDOVA

ID 1299 ¥ 2019.01.31

(19) Apenfia de Stat ap1299 a3 Y

peniru Proprietatea Intelectuala

(51) Int. CL 423C 194932 (2006.01)

A23C 1905 (2006.01)
A23C 19064 (2006.01)
A23C 19068 (2006.01)

(12) BREVET DE INVENTIE
DE SCURTA DURATA

{21) Nr. depezit- 5 2018 0017

(12) Data depozat: 20150315 acordare a brevetuln:

In termen de § loni de hd:llytl]hxu‘nmnﬂmnprrmdhﬂlanrﬂE.lmldnruhrnetuhde
imventie de souria duraii. orice i poate face itie la acordarea brevetnlu

{45) Data poblicard hotirarii de
20190131, BOPI or. 172019

HOBTICULTURA 51 TEHNOLOGIT AL TMENTARE, MDY

OOEV Ghenadii, MDx BUDIC Valerin, MD

HOBRTICTULTURA 51 TEHNOLOGT ATIMENTARE, MD

{71) Solicitant: INSTITUTIA PUBLICA INSTITUTUL STINTIFICO-PRACTIC DE
{72) Inventatori: BOGDAN Nina, MD; NECRILOVA Lindmila, MD; CARTASEV Anatoli, MD;

{73) Tifular: INSTITUTIA PUBLICA INSTITUTUL STINTIFICO-PRACTIC DE

{&4) Proceden de obfineres 5 branze din lapte de capra

{57) Rezumat:
2

Imwenfia 5= referd I mdustmia lapeehn, 5 lactis mp cremars CNMN-LB-7E.
aname 1 un procedeu de ebpinere a branzed de Lacwococous  dacepplacss  CHMN-LB-T3,
CApTA. Sreptocoros  thermophilus  CHMN-LB-TE,

Procedeul conform  invenfiel  inchude adingarea clonmii de caldu 51 a enzimelor
pastaurizarea laptehn, addbagarea maselsl ¢z coagulante, separared  Codguiolni  Eiere
confine tolpini de bacer lactice Larrococcs ACesToia, m;tm&n branzei
lacts szp. locos CWMN-LB-T4, Lacrococous Fevendicani:

laas mp. loois CWMN-LB-T3, Lacrocaccus

MD 1299 Y 2019.01.31
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Diploma

GOLD MEDAL
INVENTICA 2018

Offered to Mr | Ms

Public Institution Practical Scientific Institute of
{orticulture and Food Technology

PROCESS FOR PRODUCING BRINE CHEESE FROM
- GOAT MILK WITH EXTENDED SHELF LIFE

of igh
L loyalty to the XXIl-th Intemational Salon of Research,
Innovation and Technological Transfer

ROMANIA

= DIPLOM
SILVER MEDAL.....cc

Process for producing brine cheese from goat milk with extended shelf life

Bogdan Nina, Necrilova Liudmila, Cartagev Anatoli, Coev Ghenadie, Rudic
Valeriu

President of International Jury President of Exhibition
Dr.Eng. Mohd Mustafg ATBakri ABDULLAH Prof, lon SANDU _
< A

=52

soee Y%
May 19, 2018 ‘ X 13

-
/

LTJ l'l":'A Bonfa

AssociaTions
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Anexa 11

Extras din Proces verbal de degustare a sortimentului de branzeturi din lapte de capra cu
continut de cultura starter din tulpini autohtone

APROB

Directorul General al ISP de Horticultura si
Tehnologii Alimentare

—eehplee” C. DADU

» 3 2017

EXTRAS
din proces-verbal nr.5
al sedintei comisiei de degustare
din 10 septembrie 2017

Au participat:
Reprezentantii Institutullui Stiintifico - Practic de Horticultura si Tehnologii

Alimentare:

Dr. Coev Ghenadie - sef laboratorului de biotehnologii alimentare, presedintele
comisiei;

Bogdan Nina — cercetator stiintific

Cartasev Anatoli — cercetator stiintific

Necrilova Liudmila - cercetator stiintific

Grumeza Irina - cercetétor stiintific, secretar comisiei

Reprezentat SRL “MAJOR-AUTO”:
E. Tanov - Directorul SRL “MAJOR-AUTO”

Prezentarea lucririi:

1. Deschiderea sedintei de degustare a fost sustinuta de seful laboratorului de
biotehnologii alimentare dr. in biologie Coev Gh.

2. Cuvint pentru prezentare a lucrarilor a lucrarilor efectuate I s-a oferit
doctorandului Bogdan N. care a prezentat sortimentul de produse supuse
degustarii.

Scopul degustarii:

Aprecierea sortimentului de brinzeturi fabricate cu utilizare culturii starter
elaboratd in cadrul tezei de doctor “Valorificarea tulpinelor microbiene izolate din
lapte de capra pentru aplicare industrial”.

Obiectul degustarii:
1.  Brinza din lapte de capra cu cultura starter BreCheese;
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continuare Anexa 11

2. Brinza din amestec din lapte de capra si lapte de oaie cu cultura starter
BreCheese;

Rezultatele degustarii:
Rezultatele degustarii brinzeturilor sunt prezentate in tabelul 1.

Aprecierea organoleptica generald a mostrelor de brinzeturi:

Tabelul 1. Rezultatele degustarii brinzeturilor

Denumirea mostrei Numele, Prenumele degustatorului o
i < Z < i - § ” -é
e |2 (2 |2 |28 |8 |B | 28| &
g 138 |2 £ |5 |5 Ev|E5| 3
B2 g lz |8 2| a28|"=
Brinza din lapte de capra | 4,96 | 4,82 | 49 | 4,84 | 486 | 49 9 29,24 | 4.8
cu cultura starter
BreCheese
Brinza din amestec din | 4,92 | 4,9 | 4,85 (4,92 | 484 | 48 9 29,23 | 4,8
lapte de capri si lapte de
oaie cu cultura starter
BreCheese
Concluzii:

Toate mostrele de brinzeturi propuse spre degustare sunt admisibile si au fost
apreciate cu note medii inalte. Membrii comisiei de degustare au apreciat
consistentd imbunatatitd a mostarelor, datoritd aplicarii culturii starter din bacterii
lactice autohtone. .

Vi
Presedintele Coev G.
Secretar @’/ Grumeza 1.
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Anexa 12

Darea de seama referitor la determinarea termenului de valabilitate pentru branza
fabricati cu cultura starter autohtona din tulpini de bacterii lactice

IP INSTITUTUL STIINTIFICO - PRACTIC DE HORTICULTURA SI
TEHNOLOGII ALIMENTARE

APROB

Directorul General al ISP de
Horticultura si

Tehnologii Alimentare

C. Dadu

e 2017

DAREA DE SEAMA
referitor la efectuarea cercetarilor privind determinarea termenului
de valabilitate a brinzei in saramuri fabricata din lapte de capra cu
aplicare a culturii starter autohtona pe baza de tulpini
Lactococcus lactis biovar diacetylactis, Lactococcus lactis
Lactococcus cremoris si Streptococcus thermophilus

Executorul responsabil:

Sef al laboratorului de biotehnologii
alimentare, do/}or in biologie

‘Y 1~ G. Coev

2 v

» _— 2017

Executorii:

cetator stiintific
i )— A.Cartasev
- 2017

Cercetator stiintific
/f N.Bogdan

u_ P 2017
b

Inginer-chimist
M[.Gmmeza

» 2017

CHISINAU - 2017
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Anexa 13

Premiul special Infoinvent 2017 pentru cea mai buna inventie creati de un tinar
inventator

Editia a XV-a

Expozitia Internationala Specializatd

+INFOINVENT"

DIPLOMA

PREMIUL AGEPI
,CEA MAI BUNA INVENTIE CREATA
DE UN TANAR INVENTATOR”

se acorda

BOGLHN ANINA

pentru

PROCEDEY DE 0BTINERE A BRANZE § A Baumpy P

FER A-c: (v%ﬁw?E)

PRESEDINTELE

O, / COMITETULUI ORGANIZATORIC

FTE ’ PRESEDINTELE
' J \ \- s JURIULUI INTERNATIONAL

15-18 noiembrie 2017,
Chisindu, Republica Moldova
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DECLARATIA PRIVIND ASUMAREA RASPUNDERII

Subsemnatul, declar pe rispundere personald ci materialele prezentate in teza de doctorat
sunt rezultatul propriilor cercetri si realizéri stiintifice. Congtientizez ca, in caz contrar, urmeaza

s suport consecintele in conformitate cu legislagia in vigoare.

Bogdan Nina

Semnatura

Data / ///
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Nume, prenume

Data si locul nasterii:
Cetdtenie:

Studii:
2014-2017

2012-2014

2009-2012

Activitatea profesionala:

2014-Prezent

Stagii:
01.10.2018 — 05.10.2018

CV al Autorului
Bogdan Nina

1 iunie 1991, or.Floresti, R. Moldova
R. Moldova

Institutul de Microbiologie si Biotehnologie

doctorand specialitatea 167.01 Biotehnologie, bionanotehnologie
Universitatea de Stat din Moldova, masterand

Diploma de master in Stiinte ale Naturii

Universitatea de Stat din Moldova, student, licentiat in Biologie

[P Institutul Stiintifico-Practic de Horticulturd si Tehnologii
Alimentare, Laboratorul Biotehnologii alimentare, Chisinau
(Republica Moldova), cercetator stiintific

Centrul de Metrologie aplicata si Certificare, Chisinau, Moldova
Formarea Profesionala Continua
Calificare profesionalad, certificat Nr.01332 din 05.10.2018

Domenii de interes stiintific:

Biotehnologie, Microbiologie. Tehnologia produselor alimentare: dezvoltarea si elaborarea
tehnologiilor de procesare a materiei prime agroalimentare de origine vegetala si animala;
asigurarea calitatii i sigurantei alimentelor. Microbiologia produselor alimentar.

Participari la proiecte stiintifice nationale si internationale:
11.817.04.32A (2011-2014) ,,Tehnologii inovationale de prelucrare a materiei prime agricole,
origind vegetala si animaliera”. Executant
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15.817.05.03A (2015-2019) ,Dezvoltarea tehnologiilor de procesare a materiei prime
agroalimentare indigene in asigurarea calitatii si sigurantei alimentelor”. Executant
16.80012.51.23A (2017-2018) ,,Produs inovativ din lapte de capra cu proprietdti biologice
sporite”. Executant

Participari la manifistpri stiintifice:

The 1l1-d International Conference of Modern Technologies in the Food Industry (Chisinau,
Republica Moldova, 2016);

The 3rd International Conference On Microbial Biotechnology (Chisinau, Republica
Moldova, 2016);

Conferinta stiintifica internationala a doctoranzilor ,,Tendinte contemporane ale dezvoltarii
stiintei: viziuni ale tinerilor cercetatori”, editia V-a (Chisinau, Republica Moldova, 2016);
Conferinta stiintifica a doctoranzilor cu participare internationald ,,Tendinte contemporane ale
dezvoltarii stiintei: viziuni ale tinerilor cercetatori”, editia VI-a (Chisindu, Republica
Moldova, 2017);

Conferinta nationald cu participare internationald ,,Stiinta in Nordul Republicii Moldova:
Realizari, probleme, perspective”, (Balti, Republica Moldova, 2017);

83 International scientific conference of young scientist and students “Youth scientific
achievements to the 21st century nutrition problem solution”, NUFT (Kiev, Ukraine, 2017);
UGAL INVENT Salonul Inovarii si cercetarii (Galati, Romania, 2017),

The 10th Edition of EUROINVENT European Exhibition of Creativity and Innovation (Iasi,
Romania, 2018),

The 20nd Edition of International Exhibition of Inventics “INVENTICA” (Iasi, Romania,
2018).

Lucrari stiintifice publicate:

5 articole (1- revista internationala cotata ISI si SCOPUS, 2- reviste recunoscute in strainatate,
2- revista din Registrul National al revistelor de profil, categoria B, C; 4- Tn monoautorat),

3- culegeri, 8 rezumate ale comunicarilor stiintifice; 1 brevet de inventie de scurta durata.

Premii si mentiuni:

1.
2.
3.

Bursa de excelenta a Guvernului Republicii Moldova, 2016.

Bursa de excelentd acordata de Federatia Mondiala a Savantilor, 2016.

Premiul special EIS INFOINVENT ,,Cea mai buna inventie creatd de un tanar inventator”,
2017.

Medalie de argint - The 10th Edition of EUROINVENT European Exhibition of Creativity
and Innovation, Iasi, Romania, 2018.

Medalie de aur - The 20nd Edition of International Exhibition of Inventics“INVENTICA”,
lasi, Romania, 2018.

Date de contact:
Bogdan Nina, cercetator stiintific,
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Laboratorul Biotehnologii alimentare
IP Institutul stiintifico-Practic de Horticulturd si Tehnologii Alimentare

MD 2011, Chisinau, Codru, str. Vierului 59,
Tel.: +373 69856337,
e-mail: nina.bogdan@imb.asm.md
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