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1. Scopul etapei 2024 conform proiectului depus la concurs (obligatoriu)

Scopul Proiectului consta in dezvoltarea i aprofundarea cercetdrilor A/imdamentaﬁ'i
aplicative cu impact major in domeniul tehnologiei produselor alimentare, prin creareq
produsului alimentar sigur, accesibil si valoros, mlocuind conservantilor sintetici cu cei
naturali (produse apicole St tulpinilor autohtone de bacierii lactice) si Imbundiatirea calitcyii
produsului finit si elaborarea walimentelor sandtoase " cy efectele benefice asupra rganismului
uman,

2. Obiectivele etapei 2024 (obligatoriu)
I. 1zolarea si identificarea bacteriilor lactice cu caracteristicele simbiotice din sursele naturale
autohtone si crearea culturilor starter autohtone cu potential biotehnologic inalt pentru
fabricarea produselor lactate fermentate;

2. Selectarea si aprecierea materie prime indigene in vederea fabricarii produsuluj probiotic cu
continut reidicat de antioxidanti

I. Identificarea si selectarea tulpinilor de bacterii lactice valoroase pentru fermentarea laptelui:
2. Crearea compozitiilor din tulpinile selectate in vederea obtinerii culturii starter pentru fabricarea
produselor probiotice cy continut sporit de antioxidanti

3. Evaluarea caracteristicilor fizico-chimice si microbiologice ale laptelui, mierii de albine si
altor ingrediente pentru fabricarea prodului probiotic cu continut sporit de antioxidanti

4. Determinarea continutului de proteine si a azotului cazeinic in laptele prin metoda Kjeldahl;

5. Determinarea proprietatilor antioxidante din miere

6. Elaborarea refetelor de producere g produselor probiotice cu culturi simbiotice indigene Si

continut sporit de antioxidanti; — e i
4. Actiunile realizate pentru atingerea scopuluj si obiectivelor etapei 2024 (obligatoriu)

I. Au fost identificate si selectate 9 tulpini de bacterii lactice valoroase pentru fermentarea |
laptelui din specia Streptococcus s Lactobacillus: |
2. Au fost create 3 compozitii din tulpinile selectate in vederea obtinerii culturii starter pentru
fabricarea produselor probiotice cu continut sporit de antioxidanti,

3. S-a evaluat caracteristicile fizico-chimice si microbiologice ale laptelui, mierii de albine Si

5. Determinate proprietatile antioxidante ale mieri; de albine din sudul RM
6. Au fost elaborate retetele de fabricare a produselor probiotice cu cultur simbiotice indigene
sicontinut sporit de antioxidanti;

i S —

5. Rezultatele obtinute (descriere narativa 3-5 pagini) (obligatoriu)

Cercetarile au fost realizate conform etapelor urmatoare:

a) Izolarea culturilor pure de bacterii lactice din specia Streptococcus thermophilus si

Lactobacillus bulgaricus,
Pentru izolarea bacteriilor lactice din specia Streptococcus thermophilus si Lactobacillys bulgaricus
este necesar sa se utilizeze mediul, care satisface necesitatile lor nutritionale. Cat priveste cerintele

nutritionale, bacteriile lactice sunt printre cele maj pretentioase organisme. Ele se caracterizeaza prin
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exigente inalte fata de componenta mediilor de culturd utilizate pentru izolarea si studierea lor. Ele
necesita pentry crestere si dezvoltare compusi azotati, glucide, vitamine, minerale s. a. Bacteriile
lactice termofile din specia S. thermophilus, conform Bergey, sunt capabile sd se dezvolte |a
temperaturi cuprinse intre 42 — 45 °C. Temperatura optimala de crestere se incadreazi intre 37 — 4(
B

Au fost studiate circa 50 culturi de bacterii lactice din fondul colectiei ramurale al ISPHTA., din care
au fost obtinute 7 izolate bacteriene cu proprietati caracteristice speciei Streptococcus thermophilus
si 2 tulpini din speciia de Lactobacillys bulgaricus,

b) Descrierea insusirilor culturale si morfologice ale tulpinilor izolate.

La examinarea proprietatilor culturale s-ay determinat: diametru| coloniei, forma (circulara.
punctiforma, filamentoasa. neregulata, lenticularg etc.), caracterul marginii (neteda, ondulata.
filamentoasa, lobats etc.). suprafata (plata, convexa. bombatad. acuminata etc.). culoarea (alba.
galbena. crem): structura (omogena, heterogend, granulata ete.) si de consistenta (vascoasa, untoasa,
uscata etc.). Aspectul coloniilor de Streptococcus thermophilus in viziune reald si marita este ilustrat
in Figura .

. .

Fig. 1. Aspectul coloniilor a bacteriilor lactice pe mediul agarizat de lapte hidrolizat

Din figura | se vede. ca tulpinile selectate la cultivare in mediu agarizat de lapte hidrolizat formeaza
colonii ce prezinta urmatoarele caracteristici: de suprafa{d — rotunde, forma de picaturd cu margini
netede (de tip S); de profunzime — lenticulare, culoare alb-crema; dupa dimensiunj - mici (pani la |
mm), cu consistentd pastoasa si untoasi la izolatele.

Evaluarea initiala a morfologiei celulelor bacteriene este o elapa foarte importants pentru
identificarea finala. [ g determinarea proprietatilor morfologice ale bacteriilor din specie S.
thermophilus, au fost studiati urmatorii parametri: forma si localizarea celulelor, mobilitatea acestora,
dimensiunea, caracteristica colordrii dupd Gram. Studiuyl morfologiei celulelor tulpinilor de bacterij
lactice se bazeazi pe aprecierea microscopica a preparatelor colorate si fixate.

Figura 2. Aspectul microscopic al a) S.thermophilus b) I, bulgaricus
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Microscopia izolatelor de bacterii lactice termofile a aratat, ca toate tulpinile noi izolate sunt Gram
pozitive, prezinta coci plasati in lanturi de diferite lungimi, ceea ce este caracteristic speciei S.
thermophilus si de forma bastonasi a L. bulgaricus.

) Descrierea tnsusirilor fiziologice si biochimice ale tulpinilor de Streptococcus
thermophilus si Lactobacillus bulgaricus.

Au fost studiate proprietétile fiziologo-biochimice ale tulpinilor autohtone S.thermophilus si
L.bulgaricus abilitatea lor de a utiliza o serie de carbohidrati, Principalele tnsusiri
fiziologobiochimice ale tulpinilor studiate: rezultatul coloratiei Gram, producerea de CO2. activitatea
catalazei, hidroliza argininei, rezistenta la temperaturi ridicate, cresterea in mediy salin, alcalin, si in
mediul cu albastru de metilen,

Rezultatele testarii caracterelor morfologice. culturale si fiziologo-biochimice de identificare si
caracterelor biochimice ce reprezintd proprietati tehnologice ale tulpinilor autohtone termofile de
selectate Streptococcus thermophilus si Lactobacillus bulgaricus demonstreaza, ci caracteristicile
tulpinilor izolate in cultura pura si selectate corespund caracteristicilor bacteriilor lactice termofile-
tulpinile nu formeaza catalaza si CO2 din glucoza; cresc |a 45°C, coaguleaza, dar nu reduc laptele
turnesolat; nu se dezvoltd in medii cu 0,1% albastru de metilen $i 4% NaCl; rezisti la incilzirea pina
la 65°C timp de 30 minute: nu formeaza amoniac din arginina; nu sint rezistente la bili de 20%; nu
crese in mediu cu pH 9,2; fermenteazi lactoza, glucoza, saharoza, nu fermenteaza, maltoza, manita,
rafinoza, arabinoza,

d) Descrierea proprietitilor tehnologice ale tulpinilor autohtone de Streptococcus
thermophilus si Lactobacillus bulgaricus.

Urmitoarea etapd a cercetdrii a fost consacratd determinrii proprietatilor tehnologice ale
microorganismelor studiate..

Tulpinile de S, thermophilus 1. 06, L 12, 1. 19. . 22. |. 27,135, L 38 au manifestat vitezi inalta de
acidulare a laptelui. Aceste tulpini raspund cerintelor pentru bacteriile lactice termofile. conform
carora activitatea fermentativi a tulpinilor nu trebuie s3 depéseasci 6 ore, Tulpinile de L bulgaricus L
42'si L 45 la fel au demonstrat viteza de coaguloare laptelui analta 3.5 — 4 ore.

Sarcina 2: Crearea compozitiilor din tulpinile selectate in vederea obtinerii culturii starter
pentru fabricarea produselor probiotice cu continut sporit de antioxidanti;

La etapa urmatoare au fost efectuate cercetdri privind asocierea tulpinilor S. thermophilus in cadrul
speciei. Pentru crearea asociatiilor intre tulpinile de aceiasi specie, tulpinile selectate de o
thermophilus au fost combinate treptat in raport 1:1, studiindy-se compatibilitatea lor la nivel de
actiune acidifianta sj coagulantd. Tulpinile au fost inoculate in lapte (20-30 ml). Dupa incubare, pana
la obtinerea coagulului, combinatiile obtinute au fost reinsdmantate de doui ori in lapte degresat
steril. Au fost selectate asociaii, ce au demonstrat actiune de acidogeneza intense

Au fost elaborate 7 asociatii de tulpini in cadrul speciei S. thermophilus:

I. Cultura S. thermophilus CNMN-LB-50 +S, thermophilus CNMN-LB-51

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

. Cultura cu EPS - S, thermophilus CNMN-LB-50 + S. thermophilus CNMN-LB-53;
5
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4. Cultura S. thermophilus CNMN-LB-50 + S, thermophilus CNMN-LB-54;

5. Cultura cu EPS - s, thermophilus CNMN-LB-5] + §. thermophilus CNMN-1.B-52 +S.
thermophilus CNMN-LB-53;

6. Cultura cu EPS - S, thermophilus CNMN-LB-5] + S, thermophilus CNMN-LB-54;

7. Cultura fira EPS - S, thermophilus CNMN-LB-52 + §. thermophilus CNMN-LB-53+ §.
thermophilus CNMN-LB-54;

Asociatiile au fost studiate conform indicilor biotehnologici. Rezultatele investigatiilor sunt
prezentate in Tabelul |,
Tabelul 1. Caracteristicile asociatiilor de tulpini in cadrul speciei S. thermophilus

Cantitatea
de EPS,
mg/100 m]|

Aspectul
coagulului

Omogen, Filant,
Cremos i~
Omogen, Viscoz,

—EﬁiOQS ] Filant, Dens,
40,8+1,0 Cremos

60.3+2,0

7405 [66.0:2.1 |0,

0

Rezultatele demostrreaza ci toate combinatiile de tulpini  manifesta caracteristici
biotehnologice foarte bune, fermentand laptele rapid (conform cerintelor durata de fermentare trebuie
sa fie 6 ore). Asociatiile nr. | si 2 fermenteaza laptele in 3-3,5+0,2 ore. Combinatiile de tulpini de
bacterii lactice de S, thermophilus nr. 5 si 6 in compozitia cdrora este inclusi tulpina S. thermophilus
CNMN-LB-51 Ia fel prezinta mare interes tehnologic si pot fi utilizate in calitate de culturi starter
pentru fabricarea produselor lactate fermentate. Tnsd a fost remarcat faptul ca asociatiile de tulpini nr.
4 si 6 poseda caracteristici aproape similare, Cat priveste asociatia nr.7. formata din tulpini
neproducatoare de EPS, poate fi utilizata doar pentru fabricarea produselor lactate grase cu aciditate
redusa.

Omogen, Dens,
neviscoz

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

Culturile starter pentru fabricarea iaurtului trebuie sa fie alcatuite din wlpini din speciile S.
formate din lactobacil; si streptococi termofili. In baza asociatiilor formate in cadrul speciilor, au
fost alcatuite combinatii de tulpini pentru culturi starter destinate fabricari; laurtului;
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I. S. thermophilus CNMN-LB-50+S. thermophilus CNMN-5 | *Lb.bulgaricus CNMN-LB-42

- cultura starter cu EPS:

2. S. thermophilus CNMN-LB-50+ S, thermophilus CNMN-52+ Lb. bulgaricus CNMN-LB42 _
cultura starter cy EPS;

3. S. thermophilus CNMN-LB-53+ S, thermophilus CNMN-LB-54+ Lb,. bulgaricus CNMNLB-42
cultura starter clasica,

Rezultatele obtinute in urma asocierii speciilor S. thermophilus si Lb. bulgaricus in culturile
Starter pentru fabricarea iaurtului, indica o crestere a cantititii de EPS sintetizate de tulpinile S.
thermophilus CNMN-LB-50 i S, thermophilus CNMN-LB-5] comparativ cu rezultatele obtinute la
fermentarea laptelui Separat cu tulpini individuale, decj s-a dovedit efectul simbiotic a culturilor S,
thermophilus si Lb, bulgaricus. Cultura starter formata din 2 tulpini producatoare de EPS are o
vascozitate moderata in comparatie cu alte asociatii formate,

Cea mai Tnalta valoare de viscozitate are coagulul format cu utilizarea asociatiei de tulpini
nr.3: coagulul este dens, nefilant. In toate variantele aciditatea titrabila a fost in limitele admisibile —
98-118 °T, nu a fost depistata eliminarea zerulyj Deci. asociatiile formate corespund cerintelor fata
de culturile starter destinate fabricarii produselor lactate fermentate.

Sarcina 3: Evaluarea caracteristicilor fizico-chimice si microbiologice ale laptelui, mierii de
albine si altor ingrediente pentru fabricarea prodului probiotic cu continutsporit de
antioxidanti

In cadrul proiectului s-a determinat caracteristicile fizico-chimice a laptelui de vaca sunt indicate in
tabelul 1.

Tabelul 2

- ___Caracteristicile ﬂzico-chim\icgg_]giapﬁte_l@g ! I
Caracteristici Indicii |

Fracjia masica de grasime, 9% —— 358009

|
S S

oo ol deproteineth, _________~ ——————— | 410,11
Fractia masica de proteine, %, (metoda Kjeldahl) 0 4.28+0,03

Fractia masica de substanta uscata degfggt_é(SUD), %, 9.32+0,5
— Lo walold), b, N

Fractia masica de lactoza,% | 4.4+0,2
fm‘"‘f"#h‘“"‘-i"w"7'7_‘“ e T — T 7:’**""”'“"” T
[emperatura crioscopica, °C - 0,530

Densitatea, g/cm?
pH

— -

Tabelul 3.
Caracteristici icii 7
Numarul de bacteri; mezofile aerobe si facultatiy anaerobe, UFC/]cm? 5,441,9x103
_Kxh_‘_\,ﬁkm\_ — DX

Continutul de Salmonella, in 25g/produs nu s-a depistat
Numarului de bacteri] Staphylococcus aureus, in ],Og/piqdhui‘i __hus-adepistat
~ hu s-a depista

Numarul de bacterii coliforme. in 0.01g/produs

In rezultatul cercetarilor de determinare a indicilor fizico-chimice sj microbiologice se poate constata
ca laptele se caracterizeaza cu proprietati tehnologice inalte sj sa fie utilizat pentry obtinerea
iaurtului,
























