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NOVEL INDIGENOUS LACTIC ACID BACTERIA STRAINS OF STREPTOCOCCUS THERMOPHILUS

Summary. New strains of S. thermophilus lactic acid bacteria with high biotechnological potential for the milk pro-
cessing industry, isolated from milk and spontaneous fermentation dairy products from various parts of the Republic of
Moldova were selected and described. New data have been collected on the biodiversity of native S. thermophilus strains
in milk and spontaneous fermentation dairy products from different parts of the Republic of Moldova. The application of
molecular biology techniques to identify strains studied by S. thermophilus demonstrated the relevance of PCR and FT-IR
techniques for the identification of lactic bacteria species from natural sources.
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Rezumat. Au fost selectate si descrise tulpini noi de bacterii lactice din specia S. thermophilus cu potential biotehno-
logic inalt pentru industria de procesare a laptelui, izolate din lapte si produse lactate de fermentare spontana colectate
din diferite zone ale R. Moldova. Au fost acumulate date noi referitor la biodiversitatea tulpinilor autohtone de S. ther-
mophilus din lapte si produsele lactate de fermentare spontana din diferite zone ale R. Moldova. Aplicarea tehnicilor de
biologie moleculara pentru identificarea tulpinilor studiate de S. thermophilus au demonstrat relevanta tehnicilor PCR si

FT-IR pentru identificarea speciilor de bacterii lactice din surse naturale.
Cuvinte-cheie: Streptococcus thermophilus, produse lactate fermentate, proprietati tehnologice, tulpini autohtone.

INTRODUCERE

Una dintre cele mai importante probleme ale in-
dustriei produselor lactate consta in selectarea de
specii si tulpini bacteriene corespunzétoare cerintelor
inaintate de diverse tehnologii de prelucrare a laptelui
prin fermentare [1].

Bacteriile lactice reprezintd o grupa larga de mi-
croorganisme cu proprietati fenotipice similare expri-
mate prin urmatoarele caracteristici: bacterii Gram
pozitive, imobile, nu formeaza spori, facultativ anae-
robe, principalul produs al fermentarii carbohidratilor
fiind acidul lactic [2].

Bacteriile lactice sunt utilizate in diverse tehnolo-
gii de fabricare a produselor lactate (branzé proaspita,
smantana si lapte fermentat), rolul lor in aceste pro-
duse fiind complex si divers: acidularea, care permi-
te coagularea laptelui si reduce riscul de dezvoltare a
microbiotei nedorite; formarea compusilor aromatici
menite sa asigure calitatea organolepticd a produselor
lactate; producerea agentilor de ingrosare in scopul
ameliordrii proprietdtilor reologice ale laptelui fer-
mentat [3].

Intrarea formala a streptococilor in istoria micro-
biologiei a avut loc in anul 1879, cand Louis Pasteur
a izolat aceste microorganisme. O descriere detalia-

ta a genului Streptococcus a fost realizatd in 1884 de
patologul german E J. Rosenbach [4]. In anul 1903
H. Schottmiiller face primele incerciri pentru dife-
rentierea reprezentantilor genului Streptococcus dupa
aspectul coloniilor pe mediul geloza-sange - in tulpini
B-hemolitice si nehemolitice [5]. Pana in 1933 pentru
identificarea streptococilor s-a utilizat doar analiza
activitatii fermentative, in anul respectiv R. Lancefield
propunand o metoda de depistare a grupului specific
de antigene ce interactioneaza cu tulpinile f-hemoliti-
ce [6]. In 1937 . Sherman a prezentat schema divizarii
streptococilor in patru grupuri dupa reactia hemoliti-
ca, antigenele de suprafata si caracteristicile fenotipice
[7]. Unul dintre cele patru grupuri a inclus strepto-
cocii lactici — bacterii nepatogene pentru organismul
uman, utilizate in industria laptelui. Streptococii lac-
tici s-au manifestat ca tulpini nehemolitice, incapabile
sa creasca la temperatura de 10°C si capabile sa se dez-
volte la 45°C, nerezistente in mediul cu concentratia
6,5% NaCl.

Morfologia celulard a tulpinilor de bacterii lac-
tice din specia S. thermophilus este prezentatd in
figura 1.

Statutul taxonomic al S. thermophilus a fluctuat
incepand cu anii *80 ai sec. al XX-lea datorita relatiei
stranse dintre aceste microorganisme cu Streptococcus
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Figura 1. Morfologia celulara a S. thermophilus
in microscopia de scanare elecronica [8].

salivarius si, drept urmare, a fost clasificat ca subspe-
cie Streptococcus salivarius subsp. thermophilus. Insa
S. salivarius nu se dezvoltd in mediul de lapte in pre-
zenta Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus si nu
este potrivit pentru fabricarea iaurtului [9]. Iatd de ce,
in anul 1991 Schleifer a propus revenirea la statutul
separat al speciei Streptococcus thermophilus in baza
criteriilor genetice si fenotipice [7].

Scopul lucririi a constat in izolarea, identificarea
si evaluarea caracteristicilor fiziologo-biochimice si
biotehnologice ale unor tulpini noi de S. thermophilus,
selectate in vederea elabordrii culturilor starter autoh-
tone si utilizarii lor la fabricarea produselor lactate
fermentate.

MATERIALE SI METODE

Cercetarile stiinfifice destinate izolarii, identifi-
carii si selectarii bacteriilor lactice din specia Strepto-
coccus thermophilus de interes biotehnologic au fost
efectuate in Laboratorul de Biotehnologii Alimentare
din cadrul Directiei ,Tehnologii Alimentare” a Institu-
tului Stiintifico-Practic de Horticulturd si Tehnologii
Alimentare (ISPHTA) din Republica Moldova. Identi-
ficarea moleculara a bacteriilor lactice selectate a fost
efectuatd in Departamentul de microbiologie, biologie
moleculara si biotehnologie a Institutului de Cercetare
a Alimentelor din cadrul Centrului National de Agri-
culturd si Produse Alimentare din Bratislava, Slovacia.

In calitate de obiecte de cercetare au servit tulpini
autohtone de bacterii lactice izolate din probe de lapte
si produse lactate de fermentare spontand din Repu-
blica Moldova, precum si tulpini de referinta depozi-
tate in diverse colectii de microorganisme.

Tulpinile autohtone de Streptococcus thermophilus
au fost izolate din habitatul natural - lapte crud si pro-
duse lactate de fermentare spontana, din diferite regi-
uni ale Republicii Moldova -, identificate si depozita-
te ulterior in Colectia Nationald de Microorganisme
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Nepatogene a Institutului de Microbiologie si Bioteh-
nologie al ASM si in Colectia Ramurala a Laborato-
rului de Biotehnologii Alimentare ISPHTA. Izolarea
culturilor pure de microorganisme lactice din specia
S. thermophilus s-a efectuat prin inoculéri periodice
(de 10-15 ori) in lapte degresat steril pana la forma-
rea coagulului dens. Fiecare probd a fost insamantata
in sase eprubete, dintre care doud au fost incubate in
termostat la 30 °C, doud - la 37 °C si doud - la tempe-
ratura de 45 °C.

Pentru cultivarea bacteriilor lactice din specia
S. thermophilus au fost utilizate mediile nutritive: lap-
tele degresat sterilizat, lapte hidrolizat, mediul pentru
determinarea fermentarii hidratilor de carbon, laptele
turnesolat, mediul agarizat in baza de lapte hidrolizat.
In lapte hidrolizat se adaugi 1,5-1,8% de agar-agar. Se
lasd pentru 20-30 min sa se inmoaie, apoi se topeste la
1 atm timp de 15 min. Mediul obtinut se distribuie in
vasele cu volumul necesar si se sterilizeaza 10 min la
1 atm (121%2) °C [10].

Pentru realizarea lucrdrii au fost utilizate metode
microbiologice, biochimice, fizico-chimice clasice de
investigare a bacteriilor lactice. Produsele lactate fer-
mentate obtinute au fost caracterizate conform stan-
dardelor corespunzitoare. La fel, in scopul identificarii
tulpinilor noi selectate, au fost utilizate metode ale bio-
logiei moleculare: izolarea, purificarea si cuantificarea
ADN-ului; amplificarea fragmentelor ADNr 16S cu
utilizarea reactiei de polimerizare in lant (PCR - Poli-
merase Chaine Reaction) urmata de analiza electrofo-
retica a produsilor de amplificare; determinarea varia-
bilitatii genetice a tulpinilor selectate prin amplificarea
secventelor repetitive ale ADN-ului (tehnica PCR);
spectroscopia in infrarosu cu transformanta Fourier
(FT-IR). Pentru optimizarea mediilor de culturd au
fost utilizate metode matematice de planificare, iar da-
tele experimentale au fost prelucrate statistic.

REZULTATE SI DISCUTII

Calitatea si valoarea nutritiva a produselor lactate
depind, in mare masurd, de activitatea biotehnologica
a bacteriilor lactice, de selectarea corecta a consortii-
lor pentru elaborarea culturilor starter si respectarea
procesului tehnologic de producere [11]. Selectarea
bacteriilor lactice pentru industria laptelui presupune
izolarea culturilor din sursele naturale, evidentierea si
cercetarea celor mai valoroase proprietiti ale acestor
culturi sub aspect industrial.

Pentru izolarea bacteriilor lactice din specia
S. thermophilus este necesar sa se utilizeze mediul care
satisface necesitatile lor nutritionale. Cat priveste ce-
rintele nutritionale, bacteriile lactice sunt printre cele
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mai pretentioase organisme, caracterizindu-se prin
exigente inalte fata de componenta mediilor de cultu-
rd utilizate pentru izolarea si studierea lor. Ele necesité
pentru crestere si dezvoltare compusi azotati, glucide,
vitamine, minerale . a. Bacteriile lactice termofile din
specia S. thermophilus, conform Bergey, sunt capabile
sd se dezvolte la temperaturi cuprinse intre 42-45 °C.
Temperatura optima de crestere se incadreaza intre
37-40 °C [12].

Laptele este mediul complet si cel mai indicat pen-
tru selectarea culturilor de bacterii lactice. Atunci cand
se izoleazd bacteriile lactice este oportun de a folosi
in calitate de mediu de culturd laptele degresat steril,
care este mai favorabil dezvoltarii microorganismelor
lactice, comparativ cu cel gras. Astfel, are loc o selectie
naturald a tipurilor de bacterii lactice care poseda o ac-
tivitate biochimica inalta.

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

Au fost studiate circa 300 de probe de lapte crud
si produse lactate de fermentare spontand, dintre care
au fost obtinute sapte izolate bacteriene cu proprietiti
caracteristice speciei Streptococcus thermophilus. Re-
zultatele sunt prezentate in tabelul 1.

Identificarea unui microorganism necunoscut
constituie un proces succesiv de atribuire la un oa-
recare grup mare de bacterii ce poseda proprietati
comune, iar apoi de clasare intr-o familie din cadrul
grupului si comparat cu un microorganism ce face
parte din aceasta familie. La etapa finala de testare
sunt comparate proprietatile morfologice, culturale,
biochimice, patogene cu orice tip de bacterie din ca-
drul speciei [13].

Evaluarea initiala a morfologiei celulelor bacterie-
ne este o etapd foarte importantd pentru identificarea
finala. La determinarea proprietatilor morfologice ale
bacteriilor din specia S. thermophilus, au fost studi-
ati urmatorii parametri: forma si localizarea celule-
lor, mobilitatea acestora, dimensiunea, caracteristica
colordrii dupd Gram. Studiul morfologiei celulelor
tulpinilor de bacterii lactice se bazeazd pe evaluarea
microscopicé a preparatelor colorate si fixate.

Se stie ca de lungimea lanturilor de streptococi
lactici depinde viscozitatea coagulului format si ca-
pacitatea de retinere a apei [14]. De aceea la studierea
proprietatilor reologice ale culturilor starter trebuie
sd se ia in considerare impactul lor asupra formarii
structurii coagulului. In acest sens, tulpinile selec-
tate au fost investigate microscopic. Rezultatele mi-
croscopiei cu obiectiv cu imersie (puterea de marire
100x) sunt reprezentate in figura 2. Microscopia izo-
latelor de bacterii lactice termofile a aratat ca toate
tulpinile noi izolate din diferite regiuni ale Republicii
Moldova sunt Gram pozitive, prezinta coci plasati in
lanturi de diferite lungimi, ceea ce este caracteristic
speciei S. thermophilus [11]. Prevalarea in prepara-
tele microscopice a S. thermophilus L65 si S. ther-
mophilus L177 a lanturilor lungi poate indica asupra
unei capacitati sporite de retinere a apei coagulului.

Tabelul 1
Originea tulpinilor studiate

Nr. crt. Codul tulpinii Originea
duseni
Edinet o ODm %mofa
1 L12 mun. Chisinau Floiesi ©
2 L 65 rn. Cahul i
ohei ©
Ungheni. &
3 L 102 rn. Donduseni
? Chisinau ¥
Anerii Noi © =
4 L 109 rn. Anenii Noi
Cémseni @
5 L177 rn. Taraclia
6 L 232 rn. Soroca Cal @y - e
7 L 292 rn. Floresti
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Figura 2. Aspectul microscopic al tulpinilor: a) L12; b) L65; ¢) L102; d) L109; e) L177; f) L232; g) L292.
(Autor foto A. Cartasev).

Studierea proprietatilor fiziologice ale micro-
organismelor este necesara nu numai din punct de
vedere al obtinerii biomasei. Cunoasterea lor ser-
veste la identificarea caracteristicilor distinctive ale
microorganismelor si posibilitatii utilizarii practice
a acestora. Parametrii respectivi stau la baza majo-
ritatii proceselor biotehnologice microbiene. Toate
acestea evidentiazd importanta studierii proprietati-
lor fiziologice si necesitatilor nutritive ale culturilor
de microorganisme.

Principalele insusiri fiziologo-biochimice ale tul-
pinilor studiate sunt: rezultatul coloratiei Gram, pro-
ducerea de CO,, activitatea catalazei, hidroliza argi-
ninei, rezistenta la temperaturi ridicate, cresterea in
mediul salin, alcalin si in mediul cu albastru de me-
tilen (tabelul 2).

Datele din tabelul 2 indica asupra faptului ca tulpi-
nile de microorganisme testate sunt Gram pozitive, nu
produc catalaza, rezistd la temperatura de 60 °C timp
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de 30 min, dar la minutul 32 nu s-au mai inregistrat
culturi viabile, nu cresc pe mediu de NaCl cu concen-
tratia 4%, dar se dezvoltd la concentratia de 2% de clo-
rura de sodiu, nu sunt rezistente la 0,1% albastru de
metilen, nu cresc in mediul alcalin cu pH 9,2.

Determinarea capacitétii de fermentare a diferi-
tor carbohidrati constituie o etapa cruciala la identi-
ficarea bacteriilor lactice, {inand cont de faptul cd fi-
ecare tulpind poate asimila un numar limitat de surse
de carbon [14].

Rezultatele cercetdrilor efectuate sunt prezentate
in tabelul 3. Analizand datele inserate in tabel, putem
observa ca tulpinile fermenteaza lactoza, glucoza si
zaharoza. Toate tulpinile cercetate nu au fermentat
esculina, ceea ce reprezintd un argument in plus in
favoarea apartenentei tulpinilor studiate la specia
S. thermophilus [15].

Pentru identificarea tulpinilor de microorganisme
pand nu demult se utilizau preponderent testele tradi-
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Tabelul 2
Proprietatile fiziologo-biochimice ale tulpinilor S. thermophilus (1a 40 °C)
Caracteristici
ot x = —
.E o) % ,?_1) -S d E o '.'g
= S = 2 S g 2 S % =
| o | T | g8 %= % <3 C
Numirul O] O g s g g & 3 T‘: &= 5 g
tulpinii 2 g S $ 8B 27 - S g 23
] 5 2 = < © s & b3 5 52
i o ?0 L (] = 1= - - L = <
=) 9 - = 2 17~ ] &
S S 5 g < S g o
ja=] = R ©)] %) ~ Q
© g e S ]S ~ &)
A~ -y e 2 ©
~
2,0 4,0 0,01 0,1 9,2
L12 + - - - + + - + - -
L65 + - - - + + - + - -
L 102 + - - - + + - + - -
L 109 + - - - + + - + - -
L177 + - - - + + - + - -
L 232 + - - - + + - + - -
L 292 + - - - + + - + - -

Notd: + reactie pozitivd; - reactie negativai

tionale fenotipice, bazate pe studiul particularitatilor
morfologice, fiziologice si biochimice ale culturilor.
Insd utilizarea exclusivd a tehnicilor traditionale nu
intotdeauna permite selectarea culturilor sigure si cu
un potential biotehnologic inalt de utilizare in calitate
de culturi starter pentru fabricarea produselor lactate
fermentate. Datoritd faptului ca bacteriile lactice au
proprietati similare, apar dificultati in identificarea
speciilor si diferentierea lor la nivel intraspecific [16].

In ultimii ani, pentru identificarea si studierea
bacteriilor lactice izolate din ecosistemele alimenta-

re sunt aplicate tot mai larg tehnicile biologiei mole-
culare. Tipizarea geneticd permite evaluarea si dife-
rentierea rapida a tulpinilor noi izolate. Compararea
proprietatilor fenotipice si genotipice ale tulpinilor
S. thermophilus dezvoltate in lapte crud si-n produsele
lactate fermentate permite obtinerea tulpinilor valo-
roase care pot fi utilizate pe scara industriald la fabri-
carea produselor lactate.

Streptococii termofili, izolati din diverse surse
naturale si produse lactate, in cele mai multe cazuri,
sunt tulpini care apartin genurilor Streptococcus si

Tabelul 3

Fermentarea hidratilor de carbon de citre tulpinile izolate

Hidrocarburi

Numarul
tulpinii

Glucoza
Lactoza
Zaharoza
Galactoza

Ramnoza
Maltoza
Rafinoza
Manoza
Sorbita
Glicerina
Esculina

L12

L 65

L 102

L 109

L 177

+ |+ [+ [+ [+ [+

L 232

+ [+ [+ [+ [+ [+ [+
+ [+ [+ [+ [+ [+ [+
.

L 292

Notd: + fermenteazd; - nu fermenteazd
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Enterococcus. Bacteriile lactice termofile din specia
Streptococcus thermophilus sunt reprezentantii ,,utili”
sub aspectul aplicarii practice. Multi savanti remarca
insa dificultati in diferentierea si identificarea genuri-
lor bacteriene Streptococcus si Enterococcus folosind
doar metodele de clasificare fenotipice [13]. Autorii
respectivi au descris necorespunderea caracteristici-
lor fenotipice clasice ale acestor genuri, cum ar fi in-
tervalul temperaturilor de crestere tipice, rezistenta la
antibiotice, fermentarea carbohidratilor, capacitatea
de a creste pe un mediu ce contine esculind sau bilg,
caracteristici ce pot fi uneori intalnite la reprezentan-
tii ambelor specii. Tulpinile de streptococi, ce nu pot
fi identificate sigur din cauza asemandrii caracteristi-
cilor morfologice si biochimice cu cele ale enteroco-
cilor, sunt numite tulpini ,,atipice” de S. thermophilus
[17].

Prin urmare, clasificarea rapida si specificd a bac-
teriilor este un obiectiv important al microbiologiei,
care astizi se realizeaza folosind, de rand cu metodele
traditionale, si metode ale biologiei moleculare ce ofe-
rd o caracterizare genetica destul de exacta a tulpinilor
cercetate.

Reactia de amplificare PCR a regiunii intergenice
16S-23S permite tipizarea bacteriilor preponderent la
nivel de specie si subspecie. Gena tintd cel mai frec-
vent utilizatd pentru identificarea bacteriand este gena
ADNr 16S, de aproximativ 1500 bp, care codifica o
portiune din subunitatea ribozomald 30S [18]. Analiza
secventei genelor ADNr 168 se utilizeazd pe scara larga
ca instrument taxonomic si este recunoscuta drept o
metoda eficienta pentru identificarea bacteriilor [19].

Amplificarea secventei genei ARNr 168 a fost efec-
tuatd cu ajutorul a doi primeri - 27f si 1492r. In calita-
te de tulpini de referinta au fost utilizate S. thermophi-
lus A737 din Colectia Cehd de Microorganisme, Brno,
Republica Ceha si S. thermophilus 1241 din Colectia
de Microorganisme a Departamentului de microbio-
logie, biologie moleculara si biotehnologie al Institu-
tului de Cercetare a Alimentelor din Slovacia. Pentru
evidentierea produsilor de amplificare a fost efectuata
analiza electroforeticd, rezultatele cireia sunt prezen-
tate in figura 3.

Analiza profilurilor electroforetice permite sa
afirmam ca toate tulpinile au generat in gel o banda
comund de aproximativ 600 bp si cd similaritatea sec-
ventelor genelor ADNr 168 a celor 7 tulpini analizate
constituie 99%. Deci, tulpinile de bacterii lactice, se-
lectate si identificate anterior prin metode fenotipice
ca apartinand speciei S. thermophilus, isi confirma
acest statut taxonomic si dupa efectuarea analizei sec-
ventei genei ADNr 16S. Rezultatele analizei filogene-
tice a reprezentantilor tipici de S. thermophilus sunt
in concordanta cu rezultatele altor studii, sugerand ca
tehnica de secventiere a genei ADNTr 168 este relevan-
ta pentru identificarea speciilor de bacterii lactice din
surse naturale [20].

Identificarea microorganismelor prin spectrosco-
pia in infrarosu cu transformata Fourier se bazeaza pe
compozitia chimica a materialului celular. Spectrosco-
pia moleculara a fost introdusa drept o abordare posi-
bila de identificare cu succes limitat in anul 1950 [9].
Utilizarea pe larg a spectroscopiei vibrationale pentru
identificarea bacteriilor nu s-a practicat din cauza po-

StA737 L12 L65 L177 Ladder L109 L102 St1241 NK
SIZE (bp) | ng/BAND
7
- 1600 20
1400 20
1200 20
1000 100
— 800 30
3 AT 0]
— o — !ﬁ i —— — 600 30
oUU JU
ey 400 30
—
-~ 300 100
- -
o, 200 40
S
———
100 40

Figura 3. Profilul electroforetic obtinut in urma amplificirii PCR a secventei genei ADNr 16S cu primeri specifici,
la sapte tulpini de bacterii lactice. Ladder=markerul HipperLadder 50bp, NK=control negativ.
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sibilitatilor tehnice limitate la acel moment. Odaté cu
aparitia spectroscopiei in infrarosu cu transformata
Fourier si posibilitatea de a analiza datele cu ajutorul
calculatoarelor la sfarsitul anilor 1980-1990, Nau-
mann si colaboratorii sdi au reintrodus metoda FT-IR
pentru analiza in situ a celulelor bacteriene si anali-
za spectrala complexd pentru a identifica, diferentia
si clasifica bacteriile [21]. De atunci, spectroscopia
FT-IR se aplicd cu succes la detectarea, identificarea
si clasificarea bacteriilor de diferite specii, in special
patogene. [22].

Spectroscopia FT-IR nu este doar o metoda de
identificare bacteriani, ea oferd de asemenea informatii
despre metabolismul bacterian, fazele de dezvoltare si
rezistenta la antibiotice [23]. Actualmente spectrosco-
pia FTIR se utilizeaza pe larg in domeniul microbiolo-
giei alimentare, caracterizandu-se prin simplitatea pre-
gatirii probelor analizate si viteza mare de analiza [24].

Spectroscopia FT-IR poate oferi informatii supli-
mentare privind datele fenotipice si genotipice care
pot ajuta la stabilirea unei clasificiri taxonomice mai
robuste. Rezultatele identificarii depind de calitatea si
volumul bazei de date, precum si de prelucrarea ma-
tematica adecvata. Spectrul FT-IR al celulelor micro-
biene intacte constituie o imagine a compozitiei lor
chimice generale, dar evident cd componentele unor
structuri (in principal membrana si peretele celular)
au o influenta decisiva asupra spectrului [25].

Scopul acestui studiu a fost caracterizarea bacteri-
ilor lactice autohtone S. thermophilus prin spectrosco-
pia FT-IR cultivate pe mediul M17 cu lactoza si agitare
permanentd. Cercetarile au fost efectuate in Departa-
mentul de microbiologie, biologie moleculari si bio-
tehnologie al Institutului de Cercetare a Alimentelor
in cadrul Centrului National de Agricultura si Produ-
se Alimentare din Bratislava, Slovacia. In calitate de
tulpind de referinta a servit S. thermophilus A737 din
Colectia Ceha de Microorganisme, Brno, Republica
Ceha. Inregistrarea spectrelor a sase probe (cinci izo-
late bacteriene si o cultura de referintd) s-a realizat in
domeniul spectral cuprins intre 500 si 4000 cm™. Fie-
care proba a fost scanata de 64 de ori in doud reprize.
Maxime de absorbanta au fost inregistrate la lungimile
de undi de ~ 3300 cm’, ~ 1600 cm™, ~ 1400 cm’}, ~
1200 cm™, ~ 1100 cm™.

Potrivit acestui studiu, s-a constatat corelarea tul-
pinilor autohtone cu cea de referintd la nivel de 99%.
Analiza comparativa a spectrelor de absorbtie FT-IR,
caracteristice tulpinilor S. thermophilus, a permis rea-
lizarea unei dendrograme (figura 4). Rezultatele obti-
nute sugereazd ca metoda FT-IR propusa este adecvata
pentru a identifica bacteriile lactice din specia S. ther-
mophilus [26].

S. thermophilus A737

S. thermophilus L-109

S. thermophilus L12
| S. thermophilus L-65
S. thermophilus L-177

S. thermophilus LB-102

0,1

Figura 4. Dendrograma tulpinilor S. thermophilus
autohtone conform spectroscopiei FT-IR.

Urmadtoarea etapd a cercetdrii a fost consacrata
determindrii proprietatilor tehnologice ale microor-
ganismelor studiate.

Or, din sortimentul vast de produse alimentare
consumatorii preferd produsele ce poseda calitéti su-
plimentare, cum ar fi autenticitatea, beneficiile adia-
cente pentru sandtate, valoarea nutritiva, gustul ne-
obisnuit etc. De aceea o sarcind actuald a industriei
laptelui este fabricarea produselor lactate de calitate
inalta care corespund cerintelor si necesitatilor con-
sumatorilor.

Proprietatile organoleptice, fizico-chimice, micro-
biologice, reologice etc. ale produselor lactate depind
de compozitia culturilor starter, de activitatea lor si, in
mare masurd, de caracteristicile biochimice si tehno-
logice ale culturilor individuale care alcituiesc cultu-
rile starter [15].

Activitatea fermentativa a tulpinilor de bacterii lac-
tice (exprimatd in timp, in care cultura este capabild
sd aciduleze laptele) este cel mai important parametru
tehnologic de apreciere a tulpinilor pentru utilizarea
lor in producere [9]. Viteza de coagulare a laptelui
are o importanta practicd mare in procesul de fabri-
care a produselor lactate. Intensificarea procesului de
fermentare a laptelui, accelerarea maturdrii si imbu-
natatirea calitatii produselor lactate poate fi realizata
numai atunci cand sunt utilizate tulpini de bacterii
lactice active din punct de vedere biochimic [15].

Este cunoscut faptul ca activitatea inalta de acido-
geneza sporeste eficienta economicd a producerii. De
aceea a fost necesar de a se stabili timpul pe durata
caruia tulpinile de bacterii lactice autohtone selectate
coaguleaza laptele. Rezultatele obtinute privind deter-
minarea vitezei de fermentare a laptelui de cétre tulpini-
le S. thermophilus, studiate la temperatura de incubare
40°C,demonstreazacdtulpiniledeS. thermophilusL.12 -
5,4+0,2 ore, L 65 - 3,6+0,1 ore, L 102 - 4,1+0,2 ore,
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L 109 - 5,240,2 ore, L 117 — 4,0+0,2 ore au manifes-
tat o viteza inalta de acidulare a laptelui. Aceste tulpini
raspund cerintelor pentru bacteriile lactice termofile,
conform carora activitatea fermentativd a tulpinilor nu
trebuie sa depaseasca sase ore. Pe cand tulpinile L 232 -
6,5+0,3 ore si L 292 - 7,240,2 ore au fermentat laptele
in 6,5+0,5 ore si 7,0+0,5 ore respectiv, astfel depasind
limita rezervata pentru streptococii termofili in fabri-
carea produselor lactate fermentate [27, 28].

Tulpinile autohtone izolate au fost testate la ca-
pacitatea de a forma coagul in lapte (capacitatea de a
fermenta) pentru o anumita perioadd de timp. Toate
tulpinile studiate au fost capabile si se dezvolte si sd
formeze coagulul in eprubete cu lapte la temperaturi
de incubare de la 42 °C péana la 48 °C. Caracteristica
datd indicd adaptarea inalta a bacteriilor la conditiile
nefavorabile si competitivitatea lor in conditiile tehno-
logice, cum ar fi fabricarea produselor lactate fermen-
tate si perspectiva utilizdrii lor in compozitia culturi-
lor starter mixte [15].

Prin acumularea acidului lactic in laptele fermen-
tat se poate deduce intensitatea dezvoltdrii bacteriilor
lactice intr-o anumita perioadd de timp. Rezultatele
obtinute privind evolutia in timp al acestui parametru
sunt prezentate in tabelul 4. Analiza datelor arata ca
aciditatea laptelui a crescut in medie cu 8,7 °T pe ora.
Este necesar de a sublinia ca tulpinile L 102, L 65 si
L 177 au efectuat acidularea laptelui rapid cu viteza de
7,6 °T pe ora, pe cand la cultura L 292 viteza de acu-
mulare a acidului lactic a fost de 8,4 °T pe ora.

Analiza comparativa a caracteristicilor tehnolo-
gice nu indica diferente semnificative dintre tulpinile
studiate.

In urma analizelor microbiologice ale probelor de
lapte fermentat cu tulpini de bacterii lactice a fost de-
terminat numdrul de microorganisme in 1 ml de lapte
steril degresat fermentat. Numarul de microorganis-
me UFC in 1 ml de lapte fermentat a fost determinat
prin dilutii zecimale. S-a stabilit ca titrul de microor-

ganisme viabile a fost la nivelul de 10" UFC in 1 ml de
lapte fermentat de tulpinile L 12, L 65, L 102, L 177
si 10° UFC-mL" in cazul tulpinii L 109, ceea ce repre-
zintd valori inalte comparativ cu 10 UFC-mL" pentru
tulpina L 232, si 10° UFC-mL" pentru tulpina L 292 -
insuficient pentru utilizarea tulpinilor in calitate de
culturi starter pentru obtinerea produselor lactate.

Activitatea fermentativd joasa si titrul insuficient
in laptele fermentat, manifestate de cétre tulpinile
L 232 si L 292, caracterizeaza aceste izolate ca fiind
culturi slabe pentru a fi utilizate la fabricarea produ-
selor lactate fermentate si, in consecintd, aceste tulpini
au fost eliminate din studiile ulterioare.

Astfel, cele cinci tulpini autohtone de bacterii lac-
tice termofile din specia S. thermophilus izolate din
produse lactate autohtone de fermentare spontana
corespund cerintelor tehnice pentru iaurt si pot servi
drept alternativd pentru stabilizatorii utilizati in in-
dustria laptelui.

Cercetarile efectuate dovedesc posibilitatea de se-
lectare din sursele autohtone a tulpinilor de bacterii
lactice cu potential tehnologic natural (nemodificate
genetic) si de utilizare a lor la fabricarea produselor
lactate sigure pentru consum [29].

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

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

= Streptococcus thermophilus L 65 depozitat cu nu-
marul CNMN LB - 51;

= Streptococcus thermophilus L 12 depozitat cu nu-
marul CNMN LB - 52;

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

= Streptococcus thermophilus L 109 depozitat cu
numdrul CNMN LB - 54.

Tabelul 4

Formarea coagulului si acumularea acidului lactic sub actiunea tulpinilor studiate

Durata de cultivare, ore
Codul tulpinii Aciditatea titrabila, °T
1 2 3 4 5 6 7
L12 25,7+1,5 32,7+0,6 48,7+1,2 55,3+1,5 68,0+1,0%
L 65 28,3+1,5 48,7+0,6 60,7+0,6 72,0+£1,0%
L 102 27,6%1,5 42,9+0,6 55,7+0,6 66,0+1,0*
L 109 26,7+0,6 37,320,6 47,7+0,6 63,3+1,2 75,3+1,2%
L177 29,7+0,6 41,3+£0,6 54,0+1,0 68,0+1,7*
L 232 24,7+0,6 35,0+1,0 47,6%1,5 60,3+0,6 68,7+1,2 76,0+1,0*
L 292 26,0+1,0 32,7%+1,5 36,7+0,6 47,0+1,0 54,3+1,2 62,3+1,5 69,3+2,0%

Semnul * indicd formarea coagulului
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CONCLUZII

In urma cercetarilor a fost demonstrata posibili-
tatea de obtinere din microflora laptelui crud si a pro-
duselor lactate de fermentare spontana a tulpinilor
autohtone de bacterii lactice cu proprietiti biotehno-
logice valoroase, destinate utilizarii in compozitia cul-
turilor starter cu scopul fabricarii produselor lactate
fermentate.

Tulpinile selectate de bacterii lactice din specia
S. thermophilus se caracterizeaza prin activitate in-
tensa de acidulare a laptelui, timp de 3-4 ore dezvol-
tandu-se o aciditate a laptelui la nivelul de 65-74 °T,
formand un coagul omogen, compact, dens ce asigura
consistenta fermd a acestuia.

Tulpinile de Streptococcus thermophilus: CNMN-
LB-50, CNMN-LB-51, CNMN-LB-52, CNMN-LB-53
si CNMN-LB-54, selectate pentru fabricarea pro-
duselor lactate fermentate, poseda caracteristici bio-
tehnologice valoroase, dovedind o activitate intensa
de acidulare a laptelui si de formare a unui coagul
omogen, compact si dens, ceea ce asigura consisten{a
fermad a produselor.

Tulpinile selectate contin 10°-10" UFC in 1 g de
lapte fermentat si produc acid lactic in cantitati sufi-
ciente pentru a inhiba cresterea microorganismelor
patogene, contribuind la prevenirea dezvoltdrii in-
fectiilor intestinale si a patogenilor in probele lactate
fermentate si pot fi utilizate in procesul de fabricare a
produselor lactate fermentate.
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